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1.1.1 Vaikutus senttimetreistä sosiaaliseen asemaan
Kasvuhormoni (GH, growth hormone) on merkittävä pituuden, kehonkoostumuksen ja
kasvonpiirteiden muovaaja. Pituus voi kertoa ihmisestä paljon muutakin kuin senttimetreissä
ilmoitetun mitan: Sen on havaittu olevan suoraan verrannollinen joidenkin syöpien sekä kääntäen
verrannollinen sydän- ja verisuonitautien sekä itsemurhan riskeihin (Batty ym., 2009). Pitkät ihmiset
ovat keskimäärin paremmassa sosioekonomisessa asemassa kuin lyhyet, ja pituus sekä viehättävät
piirteet ovat olennainen osa parinvalintaa. Esimerkiksi Euroopassa ja Pohjois-Amerikassa 1950-90-
luvuilla oli tavallista, että tyttöjä, joiden pelättiin kasvavan liian pitkiksi (kasvuennusteen mukaan yli
175-senttisiksi), hoidettiin estrogeenilla kasvun hillitsemiseksi (Lee & Howell, 2006). Hoitoa
perusteltiin pituudesta tytöille aiheutuvilla erilaisilla sosiaalisilla ongelmilla, erityisesti vaikeudella
löytää aviomies, sillä naisen viehättävyyden kannalta hänen oli tärkeää olla miestä lyhyempi (Lee &
Howell, 2006). Vastaavasti osin samoista syistä poikien kohdalla oltiin ja ollaan enemmän huolissaan
lyhyeksi jäämisestä, mitä ongelmaa hoidetaan nykyisin kasvuhormonilla (Lee & Howell, 2006).
Edelleen länsimaissa miehet suosivat itseään lyhyempiä, joko keskimääräisen pituisia tai hieman
lyhyempiä naisia, ja vastaavasti naiset suosivat kumppaneina pitkiä miehiä (Pisanski & Feinberg,
2013). Riippumatta sukupuolesta, kulttuurista ja seksuaalisesta suuntautumisesta, viehättävä
ulkonäkö sijoittuu kymmenen tärkeimmän parinvalintaan vaikuttavan tekijän joukkoon (Lippa,
2007).
1.1.2 Eritys aivolisäkkeestä ja vaikutus IGF-1:n eritykseen
Aivolisäke on pavunmuotoinen, vajaan gramman painoinen elin, joka sijaitsee aivojen pohjassa
hypotalamuksen alla turkinsatulaksi kutsutun luisen rakenteen sisällä. Aivolisäkkeen takalohko eli
neurohypofyysi koostuu pääosin hermokudoksesta ja muodostaa aivolisäkkeen varren kautta suoran
yhteyden hypotalamukseen; lisäksi se erittää oksitosiinia ja vasopressiiniä (Asa & Ezzat, 2009).
Etulohko eli adenohypofyysi puolestaan on epiteelikudosta, jossa sijaitsevat suurin osa eri
aivolisäkehormoneja (kasvuhormonia, gonadotropiineja, prolaktiinia, kortikotropiinia, lipotropiinia
ja tyreotropiinia) erittävistä soluista. Kasvuhormonia erittävät solut eli somatotroopit sijaitsevat
aivolisäkkeen etulohkon sivuosissa, ja kaikista etulohkon soluista niitä on noin puolet. Etu-ja
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takalohkon välissä on Rathken pussin jäämistä muodostunut, surkastunut välilohko (kuva 1) (Asa &
Ezzat, 2009).
Kuva  1. Aivolisäke ja somatotrooppisolut. Aivolisäke koostuu etu- ja takalohkosta, ja elin on yhteydessä
takalohkon varren kautta hypotalamukseen (vasemmalla). Kasvuhormonia tuottavat somatotrooppisolut
sijaitsevat aivolisäkkeen etulohkon sivuosissa, mikä näkyy horisontaalisessa poikkileikkauksessa (oikealla).
EL: etulohko; TL: takalohko; VL: välilohko; GH: kasvuhormonia erittäviä soluja; PRL: prolaktiinia erittäviä
soluja; ACTH: kortikotropiinia erittäviä soluja. Kuva on muokattu alkuperäisestä kuvasta (Figure 1, Asa &
Ezzat, 2009).
Somatotroopit tuottavat kooltaan ja aktiivisuudeltaan erilaisia kasvuhormonin isomuotoja, joista
parhaiten tunnettu ja aivolisäkkeestä runsaimmin erittyvä muoto on kooltaan 22 kilodaltonia (kDa)
(Murray & Clayton, 2013). Eritys tapahtuu sykäyksittäin koko elämän ajan, ja naisilla sykäykset ovat
epäsäännöllisempiä ja kokonaiseritys runsaampaa kuin miehillä (Pincus ym., 1996). Kasvuhormonin
erityspulssit ovat voimakkaimpia öisin ja tiheimpiä murrosiässä, jonka jälkeen eritystiheys vähenee
iän myötä (Murray & Clayton, 2013).  Aivolisäkkeen ohella hormonia erittyy myös jonkin verran
muualta elimistöstä, kuten istukasta, hypotalamuksesta, lymfosyyteistä, neutrofiileistä,
kateenkorvasta ja maitorauhasesta (Le Roith ym., 2001). Kasvuhormoni kulkee verenkierrossa joko
kasvuhormoniin sitoutuvaan proteiiniin (GHBP, growth hormone binding protein) kiinnittyneenä tai
vapaana ja se sitoutuu kohdesolujensa solukalvoilla sijaitseviin kasvuhormonireseptoreihin (Murray
& Clayton, 2013; Le Roith ym., 2001). Yksinkertaistettuna hormonin sitoutuminen reseptoreihin saa
aikaan reseptorien dimerisaation ja lukuisten fosforylaatiotapahtumien kautta januskinaasi 2 (JAK2)
– tai proteiinikinaasi C (PKC) –välitteisten signalointireittien käynnistymisen, jotka johtavat lopulta
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kasvuhormonin vaikutuksesta aktivoituvien geenien transkriptioon, solun tukirangan ja liikkuvuuden
muutoksiin, JAK2-signaloinnin vähenemiseen tai kalsiumkanavien aktivoitumiseen (Murray &
Clayton, 2013). JAK2 aktivoi edelleen STAT (signal transducer and activator of transcription) –,
SHC1 (SHC adaptor protein 1) –, SH2B1 (SH2B adaptor protein 1) –, SIRPα (signal regulatory
protein α) –  ja insuliinireseptorisubstraatti (IRS) –signalointireittejä, mutta PKC:n aktivoituminen on
JAK2:sta riippumatonta (kuva 2). SH2B1 säätelee solujen sytoskeletonia ja liikkuvuutta, ja SIRPα
puolestaan on JAK2-signaloinnin takaisinsäätelijä (Carter-Su ym., 2016).
Kuva 2. Kasvuhormonin aktivoimat signalointireitit. Kasvuhormonin sitoutuessa reseptoreihinsa reseptorit
dimerisoituvat, mikä käynnistää JAK2- tai PKC-välitteisen signaloinnin. JAK2-välitteinen signalointi johtaa
edelleen kasvuhormonin vaikutuksesta aktivoituvien geenien transkriptioon STAT-, SHC1- tai IRS-proteiinien
välityksellä. PKC aktivoituu kasvuhormonin vaikutuksesta ilman JAK2:n osallisuutta, ja se saa soluissa aikaan
muun muassa kalsiumkanavien aukeamisen. GH: kasvuhormoni; GHR: kasvuhormonireseptori; JAK2:
januskinaasi 2; STAT: signal transducer and activator of transcription –proteiini; SHC1: SHC adaptor protein
1 –proteiini; IRS: insuliinireseptorisubstraatti. Kuva on muokattu alkuperäisistä kuvasta, eikä siinä ole
selkeyden vuoksi esitetty proteiinien fosforylaatioita (Figure 4, Murray & Clayton, 2013; Figure 1, Carter-Su
ym., 2016).
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Kasvuhormonin vaikutusten tärkein välittäjä elimistössä on insuliinin kaltainen kasvutekijä 1 (IGF-
1), jota erittyy kasvuhormonin vaikutuksesta JAK2-signaloinnin kautta maksasta ja muista
kudoksista. IGF-1 kulkee kohdesoluihinsa verenkierron välityksellä, mutta se vaikuttaa kudoksissa
myös paikallisena kasvutekijänä, eikä sen eritys paikallisesti ole pelkästään kasvuhormonin
säätelemää (Lupu ym., 2001; Le Roith ym., 2001). Vereen siirtyvä IGF-1 on pääosin peräisin
maksasta (Yakar ym., 2002). IGF-1 kulkee verenkierrossa insuliinin kaltaisen kasvutekijän
kuljettajaproteiineihin (IGFBP, insulin-like growth factor binding protein) ja happolabiiliin
alayksikköön (ALS; acid labile subunit) sitoutuneena, ja kuten kasvuhormonikin, se sitoutuu
kohdesolujensa solukalvolla sijaitseviin erityisiin reseptoreihin (Le Roith ym., 2001; Murray &
Clayton, 2013).
1.1.3 Katsaus erityksen hormonaaliseen säätelyyn
Hypotalamuksesta erittyvä kasvuhormonin vapauttajahormoni (growth hormone releasing hormone,
GHRH) kiihdyttää nimensä mukaisesti kasvuhormonia koodaavan GH1-geenin (OMIM 139250)
transkriptiota sekä hormonin eritystä aivolisäkkeen somatotrooppisoluista. Lisäksi eläinkokeet ovat
osoittaneet sen säätelevän somatotrooppien kasvua ja jakautumista (Le Tissier ym., 2005). GHRH
sitoutuu G-proteiinivälitteisiin reseptoreihin somatotrooppien solukalvoilla, mikä aktivoi
reseptoreihin liittyneet G-proteiinikompleksit. G-proteiiniperheen jäsenet muodostavat keskenään
heterotrimeereitä eli kolmesta toiminnallisesta yksiköstä muodostuvia komplekseja. Nämä
kompleksit rakentuvat useista mahdollisista eri α-alayksiköiden (Gα) sekä βγ-dimeerien
yhdistelmistä (Ringel ym., 1996). G-proteiinit välittävät solunulkoisia viestejä solujen sisään
sitomalla ja hydrolysoimalla guanosiinitrifosfaattia (GTP:tä) α-alayksikön, joka on GTP:aasi, avulla.
Inaktiivisessa tilassa guanosiinidifosfaatti (GDP) on sitoutunut α-alayksikköön, ja
proteiinikompleksin aktivoituessa GHRH:n sitoutuessa reseptoriin GDP vaihtuu GTP:ksi ja se irtoaa
yhdessä α-yksikön kanssa βγ-dimeeristä, jolloin erillään olevat heterotrimeerin osat vapautuvat
säätelemään viestiketjun seuraavien molekyylien aktiivisuutta (Ringel ym., 1996).
GHRH:n vaikutuksesta Gα-alayksiköt aktivoivat adenylaattisyklaasia, joka lisää syklisen
adenosiinimonofosfaatin (cAMP:n) tuotantoa. Lisääntynyt cAMP:n määrä solussa aktivoi edelleen
proteiinikinaasi A:ta (Ringel ym., 1996). Proteiinikinaasi A fosforyloi seriini 133 –aminohapon
kohdalta CREB (cAMP response element-binding protein) -transkriptiofaktoria, joka sitten sitoutuu
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fosforyloituna useiden geenien promoottoreissa sijaitseviin CRE (cAMP response element) -alueisiin
aivolisäkkeessä aktivoiden kasvuhormonin transkriptiota ja somatotrooppien jakautumista.
Fosforyloituun CREB-transkriptiofaktoriin sitoutuu vielä CBP-proteiini (CREB-binding protein),
jota PKA fosforyloi niin ikään ja joka tarvitaan transkription varsinaiseen alkamiseen (kuva 3)
(Rosenberg ym., 2006).
Kuva 3. Kasvuhormonin erityksen käynnistyminen. GHRH:n sitoutuessa reseptoriinsa G-
proteiinikompleksi aktivoituu, minkä seurauksena α-alayksikkö aktivoi adenylaattisyklaasia.
Adenylaattisyklaasi kiihdyttää cAMP:n, jonka kohonnut pitoisuus aktivoi proteiinikinaasi A:ta,
tuotantoa. PKA fosforyloi CREB-proteiinia seriini 133 –aminohapon kohdalta sekä CBP:tä. Sitten
CREB sitoutuu promoottorien CRE-alueisiin aktivoiden transkriptiota yhdessä CBP:n kanssa. G-
proteiinin GTPaasiaktiivisuutta ei ole esitetty. GHRHR: kasvuhormonin vapauttajahormonin
reseptori; α, β, γ: α-alayksikön ja βγ-dimeerin muodostama G-proteiinikompleksi; AC:
adenylaattisyklaasi; cAMP: syklinen adenosiinimonofosfaatti; PKA: proteiinikinaasi A; Ser 133:
seriini 133; CREB: CREB-transkriptiofaktori; CRE: CRE-alue; CBP: CBP-proteiini. Kuva on
muokattu alkuperäisestä kuvasta (Figure 1, Rosenberg ym., 2006).
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Somatostatiini puolestaan toimii GHRH:n vastavaikuttajana estäen kasvuhormonin eritystä. Se, kuten
GHRH:kin, erittyy hypotalamuksesta ja sitoutuu somatotrooppisolujen pinnalla G-
proteiinivälitteisiin reseptoreihin, jotka liittyvät adenylaattisyklaasiin (Theodoropoulou & Stalla,
2013). Somatostatiini hillitsee kasvuhormonin eritystä estämällä adenylaattisyklaasin aktivoitumista
ja cAMP:n tuotantoa sekä lisäämällä somatotrooppien hyperpolarisaatioita kaliumkanavien
välityksellä (Theodoropoulou & Stalla, 2013). Somatostatiinin hormonieritystä ehkäisevä vaikutus
perustuu eksosytoosin ja mahdollisesti myös kasvuhormonin transkription sekä somatotrooppien
solunjakautumisen estämiseen.
Somatostatiini vähentää myös IGF-1:n tuotantoa kasvuhormonin tuotannon estämisen myötä
(Theodoropoulou & Stalla, 2013). IGF-1 puolestaan itsessään hillitsee kasvuhormonin eritystä
estämällä sitä koodaavan GH1-geenin ilmenemistä ja lisäämällä somatostatiinin tuotantoa
hypotalamuksesta (Puche & Castilla-Cortázar, 2012). Hypotalaamisten hormonien lisäksi lukuisat
muut hormonit säätelevät kasvuhormonin eritystä: estrogeeni, kilpirauhashormonit sekä vatsasta
erittyvät leptiini ja greliini kiihdyttävät hormonisynteesiä, kun taas lisämunuaiskuoren
glukokortikoidit ja kasvuhormoni itse hillitsevät omaa tuotantoaan (kuva 4) (Jee & Baron, 2016;
Murray & Clayton 2013; Le Roith ym., 2001).
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Kuva 4. Tärkeimmät kasvuhormonin eritystä säätelevät hormonit. Hypotalamuksesta erittyvä GHRH
sekä kilpirauhashormonit, estrogeeni, leptiini ja greliini lisäävät kasvuhormonin eritystä
aivolisäkkeestä. Kasvuhormoni aktivoi IGF-1:n tuotantoa maksasta ja muista kudoksista.
Hypotalaaminen somatostatiini, lisämunuaiskuoren glukokortikoidit sekä kasvuhormonin ja IGF-1:n
kohonneet pitoisuudet puolestaan hillitsevät kasvuhormonin tuotantoa. GHRH: kasvuhormonin
vapauttajahormoni; SST: somatostatiini; GH: kasvuhormoni; IGF-1: insuliinin kaltainen kasvutekijä
1.
1.1.4 Pituuskasvun säätely yhdessä IGF-1:n kanssa
Ihmisen pituuskasvun aiheuttaa luiden pituuskasvu rustoisissa kasvulevyissä metafyysiksi kutsutulla
alueella luunpään (epifyysin) ja luuvarren (diafyysin) välissä. Pituuskasvua ohjaavat pohjimmiltaan
joko suoraan tai välillisesti kasvulevyjen ruston kasvua eli kondrogeneesiä säätelevät tekijät, joihin
lukeutuvat hormonit, kasvulevyjen ympärillä olevien soluväliaineen ja kudosnesteen koostumukset,
kudoshormonit, tulehdussytokiinit, ravitsemus sekä solun sisällä lukuisat viestimekanismit ja
transkription säätelyyn, DNA:n korjaamiseen ja kromatiinin muokkaamiseen osallistuvat proteiinit
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(Jee & Baron, 2016). Koko genomin laajuisissa assosiaatiotutkimuksissa aikuispituuteen on havaittu
liittyvän jopa yli 400 lokusta (Wood ym., 2014).
Kasvulevyissä on kolme vyöhykettä: lepovyöhyke, jossa todennäköisesti sijaitsevat tulevan luun
rustoiset, kantasolumaiset esisolut, ja joka varastoi glykogeeniä, lipidejä ja muita kasvulevyn solujen
tarvitsemia makromolekyylejä; pylväittäin järjestäytynyt jakautumisvyöhyke, jossa solujen
lukumäärä kasvaa sekä kasvuvyöhyke, jossa jakaantuneet solut kasvavat kokoa (Jee & Baron, 2016).
Solujen jakaantuessa ja turvotessa lepovyöhyke surkastuu ja samalla erittyy myös soluväliainetta.
Lopuksi kondrogeneesin tuloksena muodostunut tuore rusto korvautuu luulla kasvulevyn ja sitä
rajaavan luun eli metafyysin rajalla, kun verisuonet, osteoblastit ja osteoklastit tunkeutuvat solujen
väleihin ja rustoiset kondrosyytit kuolevat (Jee & Baron, 2016; Abad ym., 2002; Lupu ym., 2001).
Kasvulevyjen vanhenemisen nopeudessa on yksilöllisiä eroja, jotka voivat myös liittyä lapsen
yleiseen kypsymistahtiin: luonnostaan lyhyillä ihmisillä kondrogeneesi on hidasta ja pitkillä taas
vilkasta (Jee & Baron, 2016).
Kasvuhormoni-IGF-1-akseli on erittäin tärkeä, hiirikokeiden perusteella jopa tärkein, kasvua
säätelevä mekanismi lukuisine akselin toimintaa ohjaavine geeneineen (Lupu ym., 2001).
Kasvuhormonilla ja IGF-1:llä on kondrogeneesissä itsenäisiä ja osin päällekkäisiä tehtäviä:
molempien tiedetään kiihdyttävän kondrosyyttien jakautumista jakautumisvyöhykkeellä (Lupu ym.,
2001). Lisäksi on todisteita siitä, että IGF-1 yhdessä kasvuhormonin tuotannosta riippumattoman
insuliinin kaltaisen kasvutekijä 2:n (IGF-2:n) kanssa edistäisivät kondrosyyttien koon kasvua (Le
Roith ym., 2001; Uchimura ym., 2017). Lisäksi kasvuhormoni ja IGF-1 ovat välttämättömiä
luumassan kehittymisessä lapsuudessa ja nuoruudessa sekä luumassan ylläpidossa ja uusiutumisessa
aikuisena (Giustina ym., 2008; Lupu ym., 2001).
1.1.5 Fysiologiset tehtävät ja vaikutus elämänlaatuun
Kasvuhormonilla on elimistössä laaja-alaisia vaikutuksia pituuskasvun kiihdyttämisen ohella: se
muun muassa tehostaa lihaskasvua ja immuunipuolustusta, edesauttaa rasvakudoksen muuntamista
energiaksi sekä estää insuliinin toimintaa (Le Roith ym., 2001). Kasvuhormonin puute aiheuttaa
lapsilla merkittävää kasvun jälkeenjäämistä ja aikuisilla lihasmassan ja fyysisen suorituskyvyn
heikkenemistä, luuntiheyden alentumista, rasvamassan suhteellisen osuuden kasvua, sydän- ja
verisuonisairauksia, insuliiniresistenssiä sekä apeutta ja väsymystä (Ayuk & Sheppard, 2006). IGF-1
puolestaan osallistuu luiden, keskushermoston, munuaisten, lihasten, kateenkorvan ja sydän- ja
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verenkiertoelimistön kasvuun ja niiden toimintojen ylläpitoon. Sillä on myös tärkeä rooli sikiön
kehityksessä, sukusolujen kypsymisessä sekä lisämunuaisen- ja sukupuolihormonien
valmistamisessa. Solutasolla IGF-1 on solusyklin säätelijä, joka osallistuu apoptoosin estämiseen,
solujen jakaantumiseen ja proteiinisynteesiin (Le Roith ym., 2001). Vastaavasti IGF-1:n puute voi
aiheuttaa lapsilla Laronin oireyhtymää, jossa tyypillisiä ovat muun muassa kasvun huomattava
hidastuminen, aivojen ja sydämen pienikokoisuus, lihasten kehityksen viivästyminen ja
huonokuntoiset iho, kynnet ja hiukset (Puche & Castilla-Cortázar, 2012). Aikuisilla IGF-1-vaje taas
altistaa maksakirroosille ja erilaisille ikääntymiseen liittyville sairauksille, kuten sydän- ja
verisuonitaudeille, metaboliselle oireyhtymälle, hermostorappeumasairauksille ja luurankolihasten
sekä luuston heikkenemiselle.
Liiallinen kasvuhormonin ja sen myötä IGF-1:n eritys taas aiheuttavat akromegaliaa ja gigantismia,
jotka voivat niin ikään heikentää niistä kärsivien elämänlaatua ja lisätä merkittävästi kuolleisuutta
(Colao ym., 2004). Akromegaliassa sairastuneilla on tyypillisesti suurentuneet kehon ääriosat, kuten
sormet, varpaat, nenä, kulmakaaret, korvat ja leuka. Lisäksi he kärsivät usein iho- ja
pehmytkudosongelmista, kuten pehmytkudoksen liikakasvusta, ihon rasvoittumisesta, varsiluomista
ja liiallisesta hikoilusta; hengitysteiden komplikaatioista, kuten uniapneasta tai kuorsauksesta; lihas-
ja nivelongelmista, päänsärystä ja näköhäiriöistä sekä epäsäännöllisistä kuukautisista tai
impotenssista (Lavrentaki ym., 2017). Heille saattaa myös kehittyä vakavia sydän- ja
verisuonisairauksia, insuliiniaineenvaihdunnan ongelmia (pahimmillaan diabetes),
kilpirauhassairauksia tai pahanlaatuisia kasvaimia (Colao ym. 2004). Gigantismilla puolestaan
tarkoitetaan kasvuhormonin liiallisesta tuotannosta aiheutuvaa liikakasvua ennen pituuskasvun
loppumista. Epätavallisen nopea kasvu, joka tavallisesti huomataan murrosiän alkamiseen mennessä,
on yleensä ensimmäinen oire. Lisäksi sairaus voi aiheuttaa korkeaa verenpainetta,
glukoosiaineenvaihdunnan häiriöitä ja sydänsairauksia sekä varsinkin nuorilla aikuisilla aikuisten
akromegalian piirteitä (Rostomyan ym., 2015).
1.2 Somatotropinooma
1.2.1 Somatotropinoomien yhteys akromegaliaan ja gigantismiin
Valtaosa aivolisäkkeessä esiintyvistä kasvaimista on adenoomia eli hyvänlaatuisia rauhaskudoksen
kasvaimia. Aivolisäkkeen adenoomat ovat kohtalaisen yleisiä: niiden esiintyvyys yleisessä
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populaatiossa on arviolta 17% (Ezzat ym., 2004). Ne ovat tavallisesti monoklonaalisia eli yhdestä
solusta alkunsa saavia ja hitaasti kasvavia. Hyvänlaatuisuudestaan huolimatta adenoomat voivat
aiheuttaa aivolisäkkeen hormonien liika- tai vajaatuotantoa tai painaa ympäröiviä rakenteita ja levitä
niihin (Marques & Korbonits, 2017).
Adenoomat luokitellaan karkeasti kasvaimen koon ja hormonierityksen mukaan: Ne voivat erittää
yhtä tai useampaa aivolisäkkeen tuottamaa hormonia tai ei mitään niistä (Arafah & Nasrallah, 2001).
Kokonsa perusteella adenoomat voivat olla makro- tai mikroadenoomia (vastaavasti halkaisijaltaan
yli tai alle 10 mm) (DeLellis, ym. 2004). Lisäksi luokittelussa voidaan hyödyntää histologisia sekä
immunosytokemiaan, ultrarakenteeseen (elektronimikroskoopin tarkkuudella nähtäviin
rakenneosiin) tai kirurgisiin löydöksiin perustuvia eroja (Kovacs ym., 1996).
Kasvaimen kehittyminen on monivaiheinen prosessi, joka saa tavallisesti alkunsa proto-onkogeenien
aktivoitumiseen, jolloin ne muuttuvat onkogeeneiksi, tai kasvunrajoitegeenien inaktivoitumiseen,
johtavista mutaatioista tai epigeneettisistä muutoksista. Myös geenien kopiolukujen muutokset, kuten
monistumiset ja deleetiot, ovat mahdollisia. Muutosten seurauksena solunjakautumisen,
solukuoleman, hormonivasteiden, solunsisäisen viestinnän tai solujen mikroympäristön säätely
muuttuu (Marques & Korbonits, 2017; Arafah & Nasrallah, 2001). Epigeneettisten muutosten
tiedetään tapahtuvan ainakin metylaation ja histonien muutosten tai miRNA:iden välityksellä
(Marques & Korbonits, 2017).
Onkogeenien aktivoituminen tapahtuu yleensä dominantisti, eli jo yksi mutaatio niissä riittää
käynnistämään epänormaalin solunjakautumisen; aivolisäkkeen adenoomissa usein mutatoituneita
onkogeenejä ovat esimerkiksi GNAS erityisesti somatotropinoomissa ja PTTG1 (Marques &
Korbonits, 2017; Arafah & Nasrallah, 2001). Onkogeenien aktivoituminen saattaa myös johtaa
solujen vanhenemiseen eli solunjakautumisen lopulliseen pysähtymiseen, mikä estäisi syöville
ominaisten muutosten syntymisen ja selittäisi aivolisäkkeen adenoomien hyvänlaatuisuuden
(Marques & Korbonits, 2017). Kasvunrajoitegeenien inaktivoituminen puolestaan tapahtuu yleensä
resessiivisesti, eli molemmissa alleeleissa on tapahduttava mutaatio. Perinnöllisissä kasvaimen
muodostumiselle altistavissa kasvunrajoitegeenien virheissä toisessa alleelissa on peritty mutaatio ja
toisen mutaation on synnyttävä spontaanisti ennen kuin kasvain alkaa kehittyä (Arafah & Nasrallah,
2001). Spontaani mutaatio syntyy usein heterotsygotian menetyksen kautta, jolloin normaali alleeli
katoaa, siihen syntyy mutaatio tai se korvautuu mutaatiota jo kantavalla alleelilla. Aivolisäkkeen
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adenoomissa mutaatioita tapahtuu usein esimerkiksi kasvunrajoittajina toimivissa
sykliiniriippuvaisissa kinaasi-inhibiittoreissa (Marques & Korbonits, 2017).
Somatotropinoomat ovat kasvuhormonia erittäviä aivolisäkkeen adenoomia ja niitä on erään arvion
mukaan noin 20 % kaikista aivolisäkkeen kasvaimista (Arafah & Nasrallah, 2001). Akromegaliassa
ja gigantismissa valtaosalla potilaista on somatotropinooma, mutta kasvuhormonin liiallista eritystä
voivat aiheuttaa myös aivolisäkkeen liikakasvu tai ektooppinen kasvuhormonin tai kasvuhormonia
vapauttavan hormonin (GHRH) eritys (Hannah-Shmouni ym., 2016). Akromegaliaa ja gigantismia
voidaan hoitaa leikkaamalla somatotropinooma, sädehoidolla tai lääkitsemällä somatostatiinin
analogeilla tai kasvuhormonireseptorin vastavaikuttaja pegvisomantilla (Fernandez-Rodriguez ym.,
2015; Lodish ym., 2016). Eurooppalaisissa populaatioissa, myös Suomessa, akromegalian insidenssi
on luokkaa 0,2-1,1/100 000 ja prevalenssi 2,8-13,7/100 000, ja taudin sukupuolijakauma on tasainen
(Kauppinen-Mäkelin 2013, Lavrentaki ym., 2017). Tavallisimmin diagnoosi tehdään 40-50 vuoden
iässä. Gigantismin esiintyvyydestä on huonommin tietoja saatavilla kuin akromegalian, mutta
raportoiduista potilaista alle 19-vuotiaita on karkeasti arvioituna muutamasta muutamaan
kymmeneen prosenttiin (Lavrentaki ym., 2017).
1.2.2 Somatotropinoomille altistavat perinnölliset geenivirheet
Suurin osa aivolisäkkeen kasvaimista on sporadisia eli sattumanvaraisista paikallisista mutaatioista
aiheutuvia, mutta noin 5 % tapauksista taustalla on perinnöllinen geenivirhe (Vandeva ym., 2010).
Akromegaliaa ja gigantismia aiheuttavat perinnölliset mutaatiot liittyvät usein kasvaimen riskiä
lisääviin hormonieritykseen vaikuttaviin oireyhtymiin, joita ovat ykkös- ja nelostyypin multippelit
endokriiniset neoplasiat eli MEN-oireyhtymät (MEN1 ja MEN4), Carneyn kompleksi, McCune-
Albrightin oireyhtymä, X-kromosomiin kytkeytynyt akrogigantismi (X-linked acrogigantism eli X-
LAG) ja paragangliooma, feokromosytooma sekä aivolisäkkeen kasvain (paraganglioma,
pheochromocytoma, and pituitary adenoma association eli 3PA). Lisäksi periytyviä mutaatioita on
löydetty suvuittain, ilman oireyhtymän kaltaisia piirteitä esiintyvissä aivolisäkkeen adenoomissa
(familial isolated pituitary adenomas eli FIPA) (Hannah-Shmouni ym., 2016). Perinnöllisten
tapausten keskeisimmät geenivirheet on koottu taulukkoon 1 ja esitelty alla.
Taulukko 1. Keskeisimmät perinnöllistä akromegaliaa aiheuttavat geenit, niiden virheisiin liittyvät




       HGNC-
          koodi Tauti erityispiirteineen   OMIM-koodi Periytymistapa
MEN1 7010 MEN1-oireyhtymä 131100 autosomaalinen dominantti/sporadinen
eri umpirauhasten kasvaimet
CDKN1B 1785 MEN4-oireyhtymä 610755 autosomaalinen dominantti
eri umpirauhasten kasvaimet




AIP 358 PAP 102200 autosomaalinen dominantti/sporadinen
periytyvä aivolisäkkeen adenooman
riski
PRKAR1A 9388 Carneyn kompleksi 160980 autosomaalinen dominantti
ihon pigmenttiläiskät, rauhasten ja
sidekudoksen kasvaimet, PPNAD
GPR101 14963 X-LAG 300942/300943 X-kromosomaalinen dominantti/
varhaislapsuuden gigantismi, sporadinen
prolaktiinin liikaeritys
SDH-geeniperhe 641 3PA ei omaa koodia autosomaalinen dominantti
yhdessä esiintyvät paragangliooma tai
feokromosytooma ja aivolisäkkeen
adenooma




Ykköstyypin MEN-oireyhtymä on autosomaalisesti dominantisti periytyvä ja toisinaan sporadisesti
esiintyvä tauti, joka altistaa kasvainten kehittymiselle eri umpirauhasissa, useimmiten
lisäkilpirauhasessa, haimassa ja suolistossa tai aivolisäkkeen etuosassa (Brandi ym., 2001; Hannah-
Shmouni ym., 2016). Virheellisenä oireyhtymälle altistava geeni, MEN1 (OMIM  613733) koodaa
meniini-proteiinia (Marx, 2005). Koko MEN1-geenin sekvenssin pituudelta on löydetty yli 1300
erilaista mutaatiota, joista useimmat ovat proteiinin lyhenemiseen tai mRNA:n hajoamiseen johtavia
nonsense- ja frameshift-mutaatioita (Lemos & Thakker, 2008). Meniiniä tuotetaan useissa eri
kudoksissa ja se osallistuu genomin vakauden ylläpitoon säätelemällä muu muassa transkriptiota,
solunjakautumista, apoptoosia ja DNA:n korjaamista sekä kromatiinirakennetta (Balogh ym., 2006).
Syndroomaan liittyvien kasvainten kehittymisessä MEN1 toimii klassisena kasvunrajoitegeeninä.
Aivolisäkkeessä meniini säätelee kasvuhormonin ja prolaktiinin tuotantoa aktiviinin kanssa. Aktiviini
hillitsee näiden hormonien tuotantoa sekä aivolisäkkeen POU1FI-tranksriptiofaktorin (entiseltä
nimeltään PIT1) transkriptiota ja ilmenemistä. Aktiviini vähentää meniinin avulla kasvuhormonin
tuotantoa aiheuttamalla POU1F1:n, joka normaalisti aktivoi kasvuhormonin transkriptiota, nopean
fosforylaation ja siten proteiinin kyvyttömyyden sitoutua DNA:han sekä estämällä POU1F1-geenin
promoottorin toiminnan (Balogh ym., 2006).
CDKN1B
MEN4-oireyhtymä on hyvin paljon MEN1:n kaltainen, ja siinä potilailla tavallisimpia ovat
aivolisäkkeen ja lisäkilpirauhasen kasvaimet (Alrezk ym., 2017). Oireyhtymien samankaltaisuuden
vuoksi on mahdollista, että pienellä osalla MEN1-potilaista, joilla ei ole mutaatiota MEN1.ssä, onkin
itse asiassa MEN4 (Lemos & Thakker, 2008). MEN4:lle altistava mutaatio on heterotsygoottisena
kromosomissa 12p13.1 sijaitsevassa CDKN1B-geenissä (OMIM 600778, toisilta nimiltään myös
P27KIP1 ja KIP1), joka koodaa p27(KIP1)-proteiinia. p27(KIP1) on sykliiniriippuvainen kinaasi-
inhibiittori, joka kontrolloi solunjakautumisessa erityisesti siirtymistä G1-vaiheesta S-vaiheeseen
sekä solujen liikkuvuutta ja apoptoosia (Borriello ym., 2007). CDKN1B toimii kasvainten
muodostumisessa kasvunrajoitegeeninä, joskaan ei klassisena sellaisena: toisessa alleelissa
tapahtunut mutaatio, joko yksinään tai MEN1-mutaatioiden kanssa, riittää käynnistämään solujen
epänormaalin lisääntymisen (Alrezk ym., 2017).
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GNAS
GNAS-onkogeenin (OMIM 139320) mutaatiot ovat yleisimpiä sporadisen akromegalian aiheuttajia,
sillä jopa 40%:ssa sporadisista somatotropinoomista esiintyy kyseisen geenin somaattinen virhe
(Marques & Korbonits, 2017). Lisäksi somaattiset mutaatiot GNAS-geenissä varhaisessa
kehitysvaiheessa aiheuttavat McCune-Albrightin oireyhtymän esiintyessään mosaiikkisina useissa
kudoksissa (Weinstein ym.,1991). Taudille ovat tyypillisiä moninaiset luuston epämuodostumat, ihon
pigmenttiläiskät ja useiden umpirauhasten toimintahäiriöt, joista seuraavat esimerkiksi ennenaikainen
murrosikä, kilpirauhasen liikatoiminta, somatotropinooma ja lisämunuaisen liikakasvu.
Akromegaliaa esiintyy noin 20%:lla potilaista (Salenave ym., 2014). Kasvuhormonin liikaeritys ei
aina liity oireyhtymässä kasvaimeen, eikä eritys lakkaa osalla kasvainpotilaista edes leikkauksen
jälkeen, mikä viittaisi siihen, että GNAS-geenin mutaatiot aiheuttaisivat hormonia erittävien solujen
liikakasvua useissa pisteissä aivolisäkkeen sisällä (Vortmeyer ym., 2012).
GNAS koodaa G-proteiinin s-tyypin α-alayksikköä eli Gsα:a. McCune-Albright-oireyhtymässä
mutaatioiden seurauksena Gsα menettää GTP:aasiaktiivisuutensa, jolloin adenyylisyklaasi on
jatkuvasti aktivoitunut, solujen cAMP-tasot ovat koholla ja PKA aktivoitunut. Kun cAMP ei hajoa,
kasvu- sekä useiden muiden hormonien tuotanto ja solunjakautuminen lisääntyvät proteiinikinaasi A
– ja CREB-välitteisesti, minkä seurauksena somatotropinooma ja hormonitoiminnan häiriöt
kehittyvät (Salpea & Stratakis, 2014; Marques & Korbonits, 2017)
AIP
AIP-geenin (OMIM 605555) mutaatiot altistavat aivolisäkkeen adenoomille, mistä käytetään
nimitystä PAP eli pituitary adenoma predisposition (Vierimaa ym., 2006). AIP:n virheitä on havaittu
sporadisissa sekä erityisesti suvuittain esiintyvissä aivolisäkkeen adenoomatapauksissa, joihin ei liity
muiden perinnöllisten kasvaimia ja hormonien liikatuotantoa aiheuttavien oireyhtymien piirteitä;
näistä suvuittain esiintyvistä kasvaimista käytetään nimeä FIPA (familial isolated pituitary adenoma).
FIPA-suvut voivat olla homo-tai heterogeenisiä eli niissä voi esiintyä vastaavasti yhtä tai useampaa
eri kasvaintyyppiä, joita voivat olla somatotropinoomat, prolaktinoomat, hormoneja erittämättömät
kasvaimet, tyreotropinoomat ja kortikotropinoomat (Daly ym., 2010; Daly ym., 2006). Yleensä
FIPA-suvuissa on kaksi tai muutamia henkilöitä, joilla on aivolisäkkeen kasvain, ja monesti he ovat
ensimmäisen asteen sukulaisia. AIP:n mutaatiot ovat FIPAssa yleisimpiä löydettyjä geenivirheitä,
varsinkin suvuissa joissa esiintyy somatotropinoomia, ja niitä on löydetty noin 20%:lla FIPA-
perheistä (Daly ym., 2007). Mutaatiot periytyvät autosomaalisella dominantilla tavalla, mutta niillä
on alentunut penetranssi (Vierimaa ym., 2006). FIPA-suvuissa kasvain kehittyy yleensä nuoremmalla
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iällä kuin sporadisissa tapauksissa, ja AIP-mutaatioiden kantajilla somatotropinoomat ja gigantismi
ovat verrattain yleisiä (Daly ym., 2010; Daly ym., 2007).
AIP vuorovaikuttaa soluissa useiden proteiinien, joista monet osallistuvat cAMP-viestintään, kanssa.
Somatotropinoomien muodostumisessa AIP toimii kasvunrajoitegeeninä: Normaalisti i-tyypin Gα-
proteiinit laskevat solujen cAMP-tasoja, mutta AIP:n puuttuessa Gαi-proteiinit ilmenevät liian vähän,
jolloin cAMP:n tuotanto ja sen myötä solunjakautuminen ja hormonituotanto kiihtyvät (Tuominen
ym., 2015; Formosa ym., 2013). Joillakin pistemutaatioilla on samankaltaisia vaikutuksia: niiden
seurauksena AIP menettää kasvunrajoiteaktiivisuutensa, ja cAMP-viestintä sekä hormonieritys
kiihtyvät. Pistemutaatiot myös nopeuttavat AIP-proteiinin hajoamista (Formosa & Vassallo, 2017).
PRKAR1A
Carneyn kompleksissa esiintyy tavallisesti pigmenttiläiskiä, luomia ja myksoomia eli hyvänlaatuisia
sidekudoskasvaimia ihossa ja muissa kudoksissa, kuten sydämessä ja Schwannin soluissa hermojen
ympärillä. Sairastuneilla on myös kasvaimia rauhasissa, kuten aivolisäkkeessä, kiveksissä, rinnoissa,
munasarjoissa ja kilpirauhasessa (Bertherat ym., 2009). Tavallista on lisäksi lisämunuaiskuorten
paisuminen ja kasvaminen täyteen tummia rakkuloita, mistä käytetään nimitystä PPNAD (primary
pigmented nodular adrenocortical disease), joka tosin voi esiintyä myös omana sairautenaan. Carneyn
kompleksi esiintyy tavallisesti hieman useammin naisilla kuin miehillä, ja tauti voidaan diagnosoida
milloin vain varhaislapsuuden ja vanhuuden välillä, mutta yleensä potilaan ollessa nuori aikuinen
(Bertherat ym., 2009). Useimmiten taudin aiheuttaa kasvunrajoitegeeninä toimivan PRKAR1A:n
(OMIM 188830) suvussa kulkeva tai de novo ituradan virhe. Mutaatioon liittyvä tautipenetranssi on
lähes täydellinen ja periytymistapa autosomaalinen dominantti (Bertherat ym., 2009). Suurin osa
mutaatioista johtaa viallisen mRNA:n hajoamiseen ennen translaatiota ja siten proteiinin
haploriittämättömyyteen, mutta mutaatioiden tuloksena voi syntyä myös virheellisiä proteiineja.
Molemmissa tapauksissa solujen jakautuminen kiihtyy cAMP-viestinnän liiallisen aktivoitumisen
myötä (Kirschner ym., 2000).
PRKR1A-geeni koodaa proteiinikinaasi A –entsyymiin (PKA) kuuluvaa yksikköä nimeltä R1α;
normaalisti  PKA  koostuu  neljästä  eri  alayksiköstä,  joista  osa  estää  ja  osa  katalysoi  entsyymin
toimintaa (Bossis & Stratakis, 2004). R1α on estävistä yksiköistä yksi. Neljästä alayksiköstä koostuva
PKA on inaktiivinen ja aktivoituu cAMP:n vaikutuksesta, kun estävät alayksiköt irtoavat ja
katalyyttiset alayksiköt jäävät jäljelle. Sekä estäviä (RIα, RIβ, RIIα ja RIIβ) että katalyyttisiä (Cα, Cβ
ja Cγ) alayksiköitä on useita erilaisia (Bossis & Stratakis, 2004). Joissakin kudoksissa, kuten
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Schwannin soluissa, PKA:n inaktivoituminenkin voi johtaa solujen villiin jakautumiseen ja
kasvaimiin mahdollisesti solujen erilaisesta kehitysvaiheesta tai kasvuympäristöstä riippuen
(Svenningsen & Kanje, 1998).
GPR101
Mikroduplikaatiot kromosomissa Xq26.3, joka sisältää G-proteiineihin liittyvää reseptoria (G-protein
coupled receptor) koodaavan geenin GPR101 (OMIM 300393), on liitetty melko vastikään
löytyneeseen tautiin nimeltä X-LAG (X-kromosomiin kytkeytynyt akrogigantismi, X-linked
acrogigantism). Taudissa ovat tyypillisiä somatotropinooma tai aivolisäkkeen liikakasvu,
poikkeuksellisen nopea pituuskasvu muihin gigantismitapauksiin nähden sekä prolaktiinin liikaeritys
(Trivellin ym., 2014; Iacovazzo ym., 2016). X-LAG havaitaan tyypillisesti alle 5-vuotiailla
pikkulapsilla ja selvästi useammin tytöillä kuin pojilla. GPR101:n duplikaatio voi esiintyä X-
kromosomissa dominantisti periytyneenä tai sporadisena de novo –mutaationa, mutta myös
somaattisena vain aivolisäkkeessä tai mosaiikkisesti eri kudoksissa (Iacovazzo ym., 2016 Hannah-
Shmouni ym., 2016). Ituradan- ja somaattisia GPR101:n pistemutaatioita on lisäksi löydetty
akromegaliapotilailta (Trivellin ym., 2014; Iacovazzo ym., 2016).
GPR101:n koodaama G-proteiineihin liittyvä reseptori ilmenee runsaasti ainakin jyrsijöiden
hypotalamuksissa (Trivellin ym., 2014). Lisäksi joillakin X-LAG-potilailla GHRH:n tasot ovat
kohonneet, mikä viittaisi siihen, että GPR101 voi osallistua GHRH:n erityksen säätelyyn
hypotalamuksessa (Trivellin ym., 2014; Beckers ym., 2015). GPR101-mutaatioihin liittyvää,
kasvaimen syntyyn johtavaa patogeenista mekanismia ei vielä tarkasti tunneta, mutta Trivellin
ryhmineen havaitsi GPR101:n ilmenemisen nousseen merkittävästi duplikaation kantajien
aivolisäkkeissä sekä geenin pistemutaatioiden aiheuttavan kasvuhormonin erityksen sekä solujen
jakautumisen kiihtymistä rotan aivolisäkkeen GH3-kasvainsoluissa. GH3-soluissa CRE-välitteinen
cAMP-viestintä vilkastui mutaatioiden seurauksena (Trivellin ym., 2014).
SDHA, SDHB, SDHC, SDHD
Paragangliooma tai feokromosytooma ja aivolisäkkeen adenooma voivat toisinaan esiintyä samalla
potilaalla tai samassa perheessä, mitä kutsutaan 3PA:ksi (3P association, joka tulee sanoista
paraganglioma, pheochromocytoma and pituitary adenoma) (Xekouki ym., 2015). Paraganglioomat
ovat paraganglioiden, eli verisuonten ja hermojen läheisyydessä olevien kemoreseptoreiden
kasvaimia, jotka sijaitsevat tavallisesti pään ja kaulan alueella. Feokromosytoomat puolestaan ovat
lisämunuaisytimen kasvaimia, jotka erittävät runsaasti katekoliamiineja. SDH-ryhmän geeneistä
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(SDHA, SDHB, SDHC ja SDHD) on löytynyt haitallisia mutaatioita sekä merkitykseltään
tuntemattomia variantteja 3PA-potilailta (Denés ym., 2015; Xekouki ym., 2015). SDH-mutaatioita
tai variantteja esiintyy varsinkin suvullisissa tapauksissa, joissa sukulaisilla tiedetään esiintyneen
jokin tai joitakin 3P-kasvaimista, mutta myös sporadiset tapaukset ovat mahdollisia (Xekouki ym.,
2015). Aivolisäkkeen adenoomat voivat olla ainakin hormoneita erittämättömiä, prolaktinoomia tai
somatotropinoomia, ja joissakin tapauksissa GHRH:ta erittävä feokromosytooma saattaa aiheuttaa
akromegaliaa (Xekouki ym., 2015; Denés ym., 2015). 3PA havaitaan tavallisesti aikuisilla ja SDH-
mutaatiot periytyvät autosomaalisesti dominantisti (Xekouki ym., 2015; Hannah-Shmouni ym.,
2016).
Sukkinaattidehydrogenaasi on neljästä alayksiköstä, joita SDH-geenit koodaavat, koostuva,
elektroninsiirtoketjuun mitokondrioissa osallistuva entsyymikompleksi. Aivolisäkkeen adenoomissa
SDHx-geenit ovat todennäköisesti tuumorisuppressoreja, joiden mutaatiot ja vähentynyt ilmeneminen
ovat liittyneet HIF-1α (hypoxia-inducible factor 1α) -transkriptiofaktorin pitoisuuden nousuun
aivolisäkkeessä (Xekouki ym., 2015; Xekouki ym., 2012). Lisäksi 3PA-adenoomissa on esiintynyt
epämuodostuneita mitokondrioita (Xekouki ym., 2015). Hypoksian eli happivajauksen kaltainen tila
ja HIF-1α:n ilmenemisen nousu voivat olla olennaisia 3PA-adenoomien muodostumisessa: HIF-1α
liittyy tavallisesti hypoksiatilan aktivoitumiseen soluissa, mihin liittyvät edelleen mitokondrioiden
fuusioituminen ja fuusioituneita mitokondrioita sisältävien solujen muuttuminen vastustuskykyisiksi
apoptoosille (Chiche ym., 2010).
Muut mahdolliset liiallista eritystä aiheuttavat geenivirheet
Ykköstyypin neurofibromatoosi on NF1-geenin perinnöllisistä mutaatioista johtuva, hermojen
sidekudoskasvaimia sekä ihomuutoksia aiheuttava tauti, jonka yhteydessä on toisinaan havaittu
kasvuhormonin liiallista eritystä aikuisilla ja lapsilla (Hannah-Shmouni ym., 2016). Aivoissa
esiintyvät kasvaimet voivat potentiaalisesti häiritä ympäröiviä rakenteita: Liiallista kasvuhormonin
tuotantoa aiheuttavan mekanismin on ehdotettu liittyvän näköhermojen kasvainten tunkeutumiseen
aivolisäkkeen solujen sisään, mikä saattaisi estää kasvuhormonin erityksen säätelyn (Hannah-
Shmouni ym., 2016).
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1.3 KCNQ1 & KCNE2
1.3.1 KCNQ1:n ja KCNE2:n muodostamat kaliumkanavat
KCNQ1 (Kv7.1) on yksi kaliumkanavien α-yksiköitä muodostavaan geeniperheeseen kuuluvista
proteiineista. Se muodostuu kuudesta (S1-S6) rakenneyksiköstä, joista yksiköt S1-S4 muodostavat
kalvojännitteen muutoksia havaitsevan osan ja S5 ja S6 kanavan keskellä sijaitsevan
huokosrakenteen, jonka läpi K+-ionit kulkevat sisään tai ulos solusta (Abbott, 2014). Yhden toimivan
kanavan muodostamiseen solukalvolla tarvitaan neljä KCNQ1-proteiinia ja usein yksi tai useampi
KCNE-β-alayksiköistä KCNE1-KCNE5 (Abbott, 2014). KCNQ1 ilmenee sydämessä ja useissa
epiteelikudoksissa, kuten vatsan suolahappoa erittävissä soluissa, munuaisissa, kilpirauhasessa,
suolistossa, hengitysteissä sekä aivolisäkkeessä (Liin ym., 2015; Tommiska ym., 2017). Beta-
alayksiköt muokkaavat KCNQ1-KCNE-kanavien avautumisherkkyyttä ja ioniläpäisevyyttä, minkä
ansiosta KCNQ1-KCNE-kaliumkanavilla on laaja kirjo fysiologisia rooleja eri kudoksissa: Ne
osallistuvat ominaisuuksistaan riippuen ionien ja hormonien kuljetukseen tai aktiopotentiaalin
syntyyn (Liin ym., 2015). Joissakin solutyypeissä KCNQ1-kanavat ovat jänniteherkkiä ja aukeavat
solukalvon depolarisaation seurauksena ja joissakin ne taas ovat jatkuvasti auki. KCNQ1-geeni
sijaitsee kromosomissa 11p15, jossa KCNQ1:n kattava alue on normaalisti useimmissa kudoksissa
leimautunut isältä perityssä kromosomissa (Abbott, 2014).
KCNE2 puolestaan kuuluu KCNE-geeniperheeseen, jonka kaikki jäsenet ovat yhdestä
rakenneyksiköstä muodostuvia kalvoproteiineja (Abbott, 2015). Vastaavasti, kuten KCNQ1 voi
sitoutua minkä tahansa KCNE-perheen jäsenen kanssa, KCNE2 voi sitoutua useisiin kaliumkanavien
α-yksiköihin. Yhteen KCNQ1-proteiinien muodostamaan tetrameeriin sitoutuu kaksi KCNE2-
proteiinia (Abbott, 2015). KCNE2 sijoittuu KCNQ1-kanavissa segmenttien S5 ja S6 väliin (Li ym.,
2014). KCNE2:n kanssa KCNQ1 muodostaa erityisesti jatkuvasti auki olevia kanavia
epiteelisoluissa: Näiden kanavien tähän mennessä tunnettuihin tehtäviin kuuluvat muun muassa K+-
ionien kierrättäminen sisään ja ulos suolahappoa erittävissä vatsan epiteelisoluissa, mikä on
välttämätöntä vatsahapon erityksessä; kilpirauhashormonin synteesissä tarvittavien Na+- ja I--ionien
sisäänotto kilpirauhasessa ja mahdollisesti aktiopotentiaalin säätely sydänlihassoluissa; ainakin
KCNQ1:n ja KCNE2:n tiedetään molempien ilmenevän sydämessä muihin
kaliumkanavaproteiineihin kuin toisiinsa sitoutuneina (Abbott ym., 2015).
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1.3.2 KCNQ1-geenin mutaatioiden yhteys kasvuhormonivajeeseen
Tavallisimmin KCNQ1:n pistemutaatiot on liitetty ihmisillä pitkä-QT- ja lyhyt-QT-oireyhtymiin,
joissa sydämen QT-intervallit ovat vastaavasti pidentyneet ja lyhentyneet, sekä rytmihäiriöihin
(Hedley ym., 2009). Lisäksi KCNQ1:n mutaatioiden tiedetään aiheuttavan kuuroutta ja Jervell-
Lange-Nielsenin oireyhtymää (Abbott, 2014). KCNE2:n mutaatioilla on niin ikään löytynyt yhteys
pitkä-QT-oireyhtymään (Hedley ym., 2009). Tieto KCNQ1:n mutaatioiden aiheuttamien tautien
joukosta laajeni hiljattain, kun tutkimusryhmämme löysi KCNQ1-geenistä kaksi uutta
kasvuhormonivajetta ja äidiltä perittyä ienten liikakasvua aiheuttavaa missense-mutaatiota
(Tommiska ym., 2017). Potilaiden fenotyypit vaihtelivat jopa kaksosten välillä lievästä
kasvuhormoni- tai IGF-1-vajeesta useiden aivolisäkkeen hormonien vajeisiin. Ienten liikakasvun
lisäksi useilla kasvuhormonivajeesta kärsivillä oli erikoiset kasvonpiirteet, kun mutaatio oli peritty
äidiltä: Heillä oli leveä nenä ja/tai korkeakaarinen kitalaki, paksut korvalehdet tai kuppimaiset korvat.
Osalla esiintyi myös hypogonadotrooppiseen hypogonadismiin viittaavia murrosikäkehityksen tai
hedelmällisyyden ongelmia ja joillakin sydämen QT-ajan pituus oli lyhentynyt; itse asiassa kahdella
sairastuneista oli lyhyt QT-oireyhtymä. Kasvuhormonivaje näytti periytyvän autosomaalisesti
dominantisti, mutta sydämen fenotyypin penetranssi oli epätäydellinen ja sen ilmenemisaste vaihteli.
Solukokeissa testattiin mutaatioiden vaikutusta kaliumkanavien elektrofysiologisiin ominaisuuksiin:
molemmat mutaatiot kasvattivat solukalvon läpi kulkevaa sähkövirtaa ilman KCNQ1:n
toiminnallisten alayksiköiden läsnäoloa, ja saman aiheuttivat myös KCNE1-alayksikkö ja toinen
KCNQ1:n mutaatio sekä KCNE2-alayksikkö kumman tahansa KCNQ1:n mutaation kanssa. Toisin
sanoen KCNE2:n sitoutuessa jompaakumpaa mutaatiota kantavan KCNQ1:n kanssa nämä proteiinit
vaikuttaisivat muodostavan jatkuvasti auki olevia ionikanavia, mikä sopii yhteen aiempien
havaintojen kanssa (Abbott, 2015). Lisäksi kummatkin KCNQ1:n mutaatiot KCNE2:n kanssa
vähensivät hormonieritystä hiiren aivolisäkkeen kasvainsolulinjan soluissa. KCNQ1:n havaittiin
ilmenevän hiiren somatotrooppien ja gonadotrooppien solukalvoilla sekä ihmisen aivolisäkkeessä,
hiiren GHRH-neuroneissa sekä ihmisen hypotalamuksessa ja hiiren aivolisäkkeen verisuonten
seinämissä. KCNE2 ilmeni ihmisen aivolisäkkeessä ja hypotalamuksessa (Tommiska ym., 2017).
KCNQ1 ja KCNE2 vaikuttaisivat siis osallistuvan kasvuhormonin erityksen säätelyyn, vaikka niiden
vaikutuksen tarkka mekanismi onkin vielä tuntematon. Koska KCNQ1 ja KCNE2 ilmenevät sekä
aivolisäkkeessä että hypotalamuksessa, ne saattavat säädellä kasvuhormonin eritystä joko
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somatotroopeissa tai hypotalamuksesta erittyvien hormonien välityksellä. KCNQ1:llä voi niin ikään
olla jotain tekemistä somatotrooppisolujen verisuonituksen ja siten aineenvaihdunnan kanssa.
1.3.3 KCNQ1:n ja KCNE2:n mahdollinen osallistuminen somatotropinoomien syntyyn
On mahdollista, että jotkin mutaatiot KCNQ1:ssä tai KCNE2:ssa voisivat aiheuttaa myös
kasvuhormonin liiallista eritystä: kaliumkanavia koodaavat geenit voivat nimittäin osallistua
kasvainten muodostumiseen, kuten angiogeneesiin, solujen jakautumiseen sekä kasvaimen
leviämiseen (Pardo & Stühmer, 2013). Esimerkiksi Rapetti-Mauss kollegoineen havaitsivat
KCNQ1:n olevan Wnt/β-kateniinisignaloinnin säätelijä ja kohdegeeni: KCNQ1:n ilmeneminen
hiljensi Wnt/β-kateniinisignalointia paksusuolen syövässä sekä sääteli β-kateniinien stabiiliutta ja
niiden solunsisäistä jakautumista. Vastaavasti Wnt/β-kateniinisignalointi hiljensi KCNQ1:n
ilmenemistä, mikä johti syöpäsolujen jakautumiseen ja epiteeli-mesenkymaaliseen transitioon, jonka
myötä syöpäsolut muuttavat fenotyyppiään ja voivat levitä uusiin paikkoihin (Rapetti-Mauss ym.,
2017).
Rapetti-Maussin ja kollegoiden tutkimus paljasti KCNQ1:n ilmenemisen olevan myös suoraan
verrannollinen β–kateniinin kanssa solukalvolla komplekseja muodostavan E-kadheriinin
ilmenemiseen: Kun KCNQ1:n ilmeneminen väheni, E-kadheriini siirtyi β-kateniinin kanssa
solukalvolta solulimaan. E-kadheriinin ilmenemisen on havaittu vähentyneen ja sen solunsisäisen
jakautumisen muuttuneen somatotropinoomissa (Fougner ym., 2010). Muutokset E-kadheriinin
ilmenemisessä ja solunsisäisessä jakautumisessa (erityisesti siirtymisessä solukalvolta solulimaan)
ovat aiemmin olleet yhteydessä kasvainten poikkeuksellisen suureen kokoon ja aggressiivisuuteen
(Fougner ym., 2010).
Wnt-signaloinnin inhibiittoreiden ilmenemisen tiedetään vähentyneen paksusuolen syövän lisäksi
somatotropinoomissakin (Elston ym., 2008; Elston ym., 2010). Lisäksi Wnt-viestinnän
aktivoituminen voi johtaa kraniofaryngioomien, eli aivolisäkkeen esi-/kantasoluista alkunsa saavien
kasvainten, syntyyn (Gaston-Massuet ym., 2011). KCNQ1 saattaisi siis osallistua aivolisäkkeen
kasvainten muodostumiseen Wnt-signaalireitin ja/tai epiteeli-mesenkymaalisen transition kautta.
Harvinaisissa tapauksissa GHRH:n liiallinen tuotanto voi liittyä akromegaliaan ja/tai gigantismiin, ja
koska KCNQ1 näyttäisi ilmenevän hypotalamuksessa, on myös mahdollista, että KCNQ1 osallistuisi
GHRH:n erityksen sähköiseen säätelyyn (Zimmerman ym., 1993; Beckers ym., 2015; Balthasar ym.,
2003; Tommiska ym., 2017). Ryhmämme alkuperäisessä tutkimuksessa affiniteettikromatografia-
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massaspektrometria-analyysi paljasti lisäksi sähköisen toiminnan ulkopuolelta KCNQ1:n proteiini-
proteiini-vuorovaikutuksia, jotka liittyivät muun muassa makromolekyylien kuljetukseen,
silmukointiin ja proteiinien glykosylaatioon (Tommiska ym., 2017).
KCNE2 puolestaan vaikuttaisi olevan tärkeä eritystoiminnassa ja solujen jakautumisessa monissa
kudoksissa: Se esimerkiksi muodostaa KCNQ1:n kanssa suolahapon eritykseen osallistuvia
kaliumkanavia vatsan parietaali- eli suolahappoa erittävissä soluissa ja osallistuu lisäksi vatsan
erittävien solujen lisääntymiseen (Abbott & Roepke, 2016; Roepke ym., 2010). KCNE2:n
vähentyneellä ilmenemisellä ja mahasyövällä on myös löydetty yhteys (Roepke ym., 2006). Sama
proteiini on osallisena niin ikään kilpirauhashormonin synteesissä sekä insuliinin erityksessä (Roepke
ym., 2009; Lee ym., 2017).
1.4 Työn tarkoitus
Tutkimusryhmämme on löytänyt aiemmin KCNQ1-geenistä kaksi uutta kasvuhormonivajeeseen sekä
ienten liikakasvuun kytkeytynyttä missense-mutaatiota, mutta KCNQ1:n ja sen alayksiköiden
merkitys kasvuhormonin erityksen säätelyssä on vielä pitkälti tuntematon. Erityisesti alayksikkö
KCNE2 vaikuttaisi osallistuvan hormonierityksen säätelyyn. Tämän työn tarkoituksena oli selvittää,
löytyykö 45 suomalaiselta somatotropinoomapotilaalta, jotka edustavat kasvuhormonivajeelle
vastakkaista fenotyyppiä eli kasvuhormonin liikaeritystä, ituradan mutaatioita KCNQ1- ja KCNE2-
geeneistä. Tarkoitus oli saada tietoa, voisiko näiden geenien periytyvillä mutaatioilla ja
somatotropinoomilla olla yhteys. Selvitystyö tapahtui etsimällä mutaatioita akromegaliapotilailta
Sanger-sekvensoinnilla sekä ennustamalla löytyneiden muutosten vaikutukset proteiinien toimintaan
in silico –työkaluilla. Kasvuhormonin eritystoiminnan häiriöitä aiheuttavien geenivirheiden
tunteminen auttaa ymmärtämään niihin liittyvien sairauksien kehitystä, ja lisääntynyt tieto helpottaa
diagnosointia, perinnöllisyysneuvontaa sekä oikeanlaisen hoidon antamista. Sekä kasvuhormonin
liika- että vajaaeritys lisäävät riskiä merkittäviin terveysongelmiin ja johtavat yleisen elämänlaadun
laskuun (Ayuk & Sheppard, 2006; Batty ym., 2009). Mitä paremmin yksilöllistä hoitoa osataan antaa,
sitä paremmat mahdollisuudet geenivirheitä kantavilla on täysipainoiseen elämään.
2 Aineisto ja menetelmät
2.1 Työn kulku tiivistetysti
Monistin PCR:llä 45:n akromegaliapotilaan DNA:ta KCNQ1- ja KCNE2-geenien eksonit kattavilla
alukkeilla, puhdistin PCR-tuotteet ja vein tuotteet Sanger-sekvensoitaviksi FIMM:n laboratorioon.
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Sekvensoinnin jälkeen etsin kromatogrammeista sekvenssimuutoksia näistä geeneistä, tarkistin
muutosten esiintyvyydet ExAC-, 1000G- ja dbSNP-, gnomAD- ja EVS-tietokannoista ja ennustin
niiden vaikutukset silmukointiin tai proteiinin toimintaan Human Splicing Finder -, MutationTaster-
, Polyphen-2- ja SIFT-ohjelmilla in silico. Ensisijaisesti tarkoitukseni oli etsiä tietokannoissa
aiemmin raportoimattomia ja haitallisia mutaatioita, jotka saattaisivat aiheuttaa periytyvän alttiuden
somatotropinooman kehittymiselle.
2.2 Potilasaineisto
Sain laimennokset potilaiden verestä eristetystä DNA:sta projektia varten FT Auli Karhulta. Yksi
potilaista oli italialainen ja kaikki muut suomalaisia.  Kaikilla oli somatotropinooma ja akromegalia,
eikä kenelläkään ollut tunnettuja perinnölliselle akromegalialle altistavia geenivirheitä. Italialaisen
potilaan siskolla oli ollut kasvuhormonia ja prolaktiinia erittävä adenooma, mutta muilla potilailla ei
ollut perhehistoriaa kasvaimista. Kaikki tutkimukseen osallistuneet olivat näytteiden
keräämishetkellä yli 15-vuotiaita, ja he olivat antaneet kirjalliset, tietoon perustuvat suostumuksensa
tutkimukseen osallistumisesta ja omien näytteidensä käytöstä.
2.3 PCR-olosuhteiden optimointi ja alukkeiden testaus
Selvitin geenien eksonit Ensembl-tietokannasta (tietokannan 90. julkaisu,
https://www.ensembl.org/index.html) ihmisgenomin GRCh38.p10 (GCA_000001405.25) –
kokoonpanosta, ja suunnittelin alukkeet Primer3-online-ohjelmalla (http://simgene.com/Primer3)
(Zerbino ym., 2018; Untergasser ym., 2012). Alukkeet tilattiin Sigma-Aldrichilta (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, Missouri, Yhdysvallat), ja ne on esitetty taulukoissa 2 ja 3.
Kokeilin ensin alukkeiden ja PCR:n toimivuutta Suomen Punaiselta Ristiltä saadun sattumanvaraisen
verinäytteen DNA:lla ihanteellisten olosuhteiden ja onnistuneeseen reaktioon tarvittavien DNA- ja
alukemäärien löytämiseksi, sillä varsinaisessa työssä käytettävät potilasnäytteet olivat rajalliset.
Lähtökohtana oli taulukon 5 PCR-ohjelma ja taulukon 4 sekoitussuhteet. Lähdin kasvattamaan
DNA:n määrää alun perin 5 ng:sta ylöspäin, ja riittäväksi määräksi osoittautui 10 ng. Alukkeiden
määriksi eksonien monistamiseen riittivät taulukossa 4 esitetyt määrät, mutta KCNQ1:n pitkän
ensimmäisen eksonin monistamiseen tarvittiin tuplamäärä alukkeita 1ATG, 1a ja 1b.  Näiden kolmen
alukkeen kanssa myös betaiinilisä osoittautui tarpeelliseksi. KCNQ1:n 1ATG-alukkeiden sekä
KCNE2:n alukkeiden kanssa valitsin PCR-ohjelman sitoutumislämpötilaksi 62 ℃, koska se oli
lähimpänä näiden alukkeiden laskennallista sitoutumislämpötilaa.
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2.4 PCR eli polymeraasiketjureaktio
Tein PCR-reaktioseosta kullekin eksonille jokaiselta potilaalta 22 µl, joka koostui seuraavista osista:
MQ-vettä 16,525 µl; 2,5 µl 10-kertaista GeneAmp® PCR-puskuria (15 mM MgCl2) (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornia, Yhdysvallat), dNTP-seosta 0,375 µl (10 mM jokaista
nukleotidia) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Yhdysvallat), sekä F- että R-
suuntien alukkeita 0,25 µl (20 µM) kutakin, 0,1 µl AmpliTaq Gold®-DNA-polymeraasia (5 U/µl)
(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, Yhdysvallat) ja DNA:ta 10 ng. Eksonien 1ATG, 1a
sekä 1b kanssa lisäsin seokseen 5M betaiinia, loppukonsentraatiolla 1M (Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, Yhdysvallat), jolloin vastaavasti vähensin veden määrää. Lisäksi näiden eksonien kanssa
lisäsin tuplamäärän alukkeita, toisin sanoen 0,50 µl. PCR-reaktioseoksen koostumus betaiinin kanssa
ja ilman on esitetty taulukossa 4.
Eksonien monistamiseen käytetyssä PCR-ohjelmassa lämpötilaa nousi aluksi 95 celsiusasteeseen 10
minuutiksi AmpliTaq Gold®-DNA-polymeraasin aktivoimiseksi. Tämän jälkeen alkavissa
monistussykleissä denaturaatiolämpötila, jossa kaksijuosteinen DNA hajoaa yksijuosteiseksi, oli
myös 95 ºC. Syklien seuraavassa vaiheessa lämpötila laski, jotta alukkeet sitoutuisivat monistettavaan
DNA:han; tähän käytetty lämpötila oli 59 ºC lukuun ottamatta KCNQ1:n aluketta 1ATG sekä
KCNE2:n alukkeita, joiden sitoutumislämpötila oli 62 ºC. Monistussyklin viimeisessä vaiheessa
entsyymin suorittama vastinjuosteiden kopioiminen tapahtui 72 celsiusasteessa. Jokainen syklin
kolmesta vaiheesta kesti minuutin, minkä jälkeen koko sykli alkoi alusta. Yhteensä syklejä
ohjelmassa oli 35. Ohjelman päätteeksi lämpötila pysyi 72 ºC:ssa 10 minuuttia, jotta kaikki
mahdollisesti jäljellä oleva yksijuosteinen DNA:n kopioituisi loppuun. PCR:n perusohjelma on
esitetty taulukossa 5.
Tarkistin eksonien monistumisen onnistumisen 100 V ja 20 minuutin geelielektroforeesilla 1,5 %
agaroosigeelissä. Käytin jokaista PCR-tuotetta elektroforeesissa 10 µl, johon lisäsin 2 µl 6-kertaista
latauspuskuria (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Yhdysvallat).
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Taulukko 2. KCNQ1:n seulonnassa käytetyt alukkeet. Tähdellä* merkittyjen alukkeiden kanssa
käytin 5M betaiinia. F=forward, R=reverse.
Eksoni                            Alukkeiden sekvenssit                                        PCR-tuotteen koko (bp)
1ATG* F: 5’ GTGGCTGCCCGCACT 3’ 138
R: 5’ ACCCCAGCGCTTCCTCT 3’
1a* F: 5’ CCCTCCTCGTTATGGCCG 3’                             297
R: 5’ TGCTGTAGATGGAGACGCG 3’
1b* F: 5’ CCCTTCTCGCTGGAGCTG 3’                       409
R: 5’ ACTTCCTTCCCTCCTCTGCT 3’
2                                      F: 5’ AATGGATGACTGGGTTTTCG 3’                       363
                                        R: 5’ TATCAGGGCAGGACCAATGT 3’
3                                      F: 5’ AGCATGGCTGGGTTCAAA 3’ 300
                                        R: 5’ ACTCCATCTGGTAGGGGTCA 3’
4                   F: 5’ ACGAGAGCAGGGTGTATGCT 3’ 246
                                        R: 5’ GTGGATGGGGCGTGAGAC 3’
5                   F: 5’ AGGGACACCCATGCCATC 3’ 277
                                        R: 5’ CGCATCTCAAGCTGTCCTAGT 3’
6                                      F: 5’ GCCACTTACCGGAGTTGTGA 3’ 399
                                        R: 5’ CAAGACACCAGTGCCCAGAT 3’
7                   F: 5’ TCATCAGAGTGGTGGGTTTG 3’ 293
                                        R: 5’ CGTAAGTGGGTCTGCTCACA 3’
8                   F: 5’ ATACCTGGCCTTCCCACAAC 3’ 291
                                        R: 5’ CCAATGATGGTTCTGACAGG 3’
9                                      F: 5’ GGGGAGCTGTAGCTTCCATA 3’ 300
                                        R: 5’ AGCCAAATGCATGGTGAGAT 3’
10                                    F: 5’ CTGCCCTGTCTCTGTGTGAA 3’ 400
                                        R: 5’ GGAGAAACTCACTGGCTTGC 3’
11                                    F: 5’ ACTGATTGTCAGGGCTGGAG 3’ 376
                                        F: 5’ TGGGCACTAGGCGAGTAGAT 3’
12                                    F: 5’ TCTGGAAGGATCCAGTCTGC 3’ 279
                                        R: 5’ CTCCACTATGGGCAGGAGAG 3’
13                                    F: 5’ AACCAGGCTTATGCCATCAC 3’ 362
                                        R: 5’ GGTGGTTGAGAGGCAAGAAC 3’
14                                    F: 5’ CCCAGAGTGGGTGGACAGT 3’ 269
                                        R: 5’ ATGGCCCATTCTGACATCAT 3’
15                                    F: 5’ TGTCCTAGTAGGTTTAGGCATTTTG 3’           281
R: 5’ CTTCACGTTCACACGCAGAC 3’
16                                    F: 5’ GTTGGCACCTTCCCTTCTCT 3’ 391
                                        R: 5’ ACTCTTGGCCTCCCCTCTC 3’
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Taulukko 3. KCNE2:n seulonnassa käytetyt alukkeet.
Eksoni                            Alukkeiden sekvenssit                                            PCR-tuotteen koko
2                                      F: 5’ TATACCCTGGCATCTCCCTC 3’                         599
                                        R: 5’ CTCAACAGAGAGCAAGGAAC 3’
Taulukko 4. PCR-reaktioseoksen koostumus ilman betaiinia ja betaiinin kanssa. KCNQ1:n eksonien
1ATG, 1a ja 1b alukkeiden määrät olivat kaksinkertaiset ja ne on ilmoitettu sulkeissa.
                                            Ilman betaiinia                                        Betaiinin kanssa
Ainesosa                    Määrä 22 µl:n     Loppu-                           Määrä 22 µl:n        Loppu-
                                      reaktiossa        konsentraatio                  reaktiossa         konsentraatio
10x puskuri (15 mM         2,5 µl                 1x                                  2,5 µl                   1x
MgCl2)
dNTP mix (kukin            0,375 µl            0,15 mM                         0,375 µl             0,15 mM
nukleotidi 10 mM)
Forward-suunnan         0,25 (0,50) µl     0,2 (0,4) µM                 0,25 (0,50) µl       0,2 (0,4) µM
aluke (20 µM)
Reverse-suunnan              0,25 µl              0,2 µM                           0,25 µl               0,2 µM
aluke (20 µM)
AmpliTaq Gold ®            0,1 µl               0,02 U/µl                         0,1 µl                 0,02 U/µl
DNA-polymeraasi
(5 U/µl)
Templaatti-DNA              2,0 µl              10 ng/reaktio                     2,0 µl             10 ng/reaktio
(5 ng/µl)
Betaiini (5M)                     ―                       ―                                 5 µl                    1M
Steriili vesi                    16,525 µl                                                 11,525 µl
Lopputilavuus                 22 µl                                                         22 µl
Taulukko 5. PCR:n perusohjelma. Eksonin 1ATG sekä KCNE2:n eksonin 2 kanssa käytetty
alukkeiden sitoutumislämpötila oli 59 ºC:n sijasta 62 ºC.
_Lämpötila    Kesto_
+ 95 °C          10 min
+ 95 °C          1 min
+ 59 (62) °C  1 min 35 sykliä
+ 72 °C          1 min
+ 72 °C          10 min
 + 4 °C           ∞____
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2.5 Sanger-sekvensointi
PCR:n jälkeen puhdistin lopputuotteet sekvensointia varten lisäämällä 5 µl:aan jokaisen potilaan
PCR-tuotetta 2 µl ExoProStar-reagenssia (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA). Sitten
annoin seoksen inkuboitua 37 ºC: ssa 15 minuuttia, jonka aikana reagenssi poisti käyttämättömät
nukleotidit ja alukkeet. Inkubointi jatkui 80 ºC:ssa vielä toiset 15 minuuttia ExoProStarin
inaktivoimiseksi. Varsinaista sekvensointireaktiota varten otin puhdistettua PCR-tuotetta 2 µl ja
lisäsin siihen 0,7 µl 5 µM F-suunnan aluketta. Sitten vein näytteet sekvensoitaviksi FIMM:n
laboratorioon, jossa sekvensointi tapahtui käyttämällä ABI BigDyeTerminator Cycle Sequencing -
kittiä (v3.1) ja ABI Prism 3730xl DNA Analyzer –sekvensoijaa (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornia, Yhdysvallat).
2.6 Sekvenssien tarkistus
Käytin sekvenssien linjauksessa ja tarkistuksessa Sequencher®-ohjelmaa (v. 5.4.6) (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, Michigan, Yhdysvallat). Linjausta varten käytin Ensembl-tietokannan
referenssisekvenssejä ihmisen genomin uusimmasta versiosta (Human GRCh38.p10). Tarkistin
kunkin eksonin sekä niitä reunustavat introniset sekvenssit noin sadan emäsparin matkalta eksonin
molemmin puolin. Tarkistin sitten MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/) –ohjelmalla,
oliko löytyneet mutaatiot raportoitu aiemmin Exome Aggregation Consortium (ExAC,
http://exac.broadinstitute.org/) –, 1000 Genomes Project (1000G,
http://www.internationalgenome.org/home) – ja Database of Single Nucleotide Polymorphisms
(dbSNP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) –tietokannoissa (Schwarz ym., 2014; Lek ym., 2016;
1000 Genomes Project Consortium ym., 2015; Sherry ym., 2001). Jos muutos ei löytynyt näistä,
katsoin vielä, löytyykö se Exome Variant Server (EVS) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) – ja
Genome Aggregation Database (gnomAD; http://gnomad.broadinstitute.org/) –tietokannoista
(Exome Variant Server 2018; Lek ym., 2016). Katsoin vielä kaikkien muutosten frekvenssit yleisessä
populaatiossa gnomAD:stä.
2.7 Synonyymisten ja intronisten mutaatioiden vaikutusten ennustus
Työkaluni koodaavan alueen ei-synonyymisten ja intronisten mutaatioiden vaikutusten
ennustamisessa olivat Human Splicing Finder 3.0 (HSF, http://www.umd.be/HSF3/), joka ennustaa
mutaatioiden vaikutukset silmukointiin, ja MutationTaster (Desmet ym., 2009). Human Splicing
Finder tunnistaa erilaisten algoritmien avulla silmukoinnille tärkeät kohdat: vastaanottavat ja
luovuttavat pujontakohdat (donor and acceptor sites), silmukoinnin tehostaja- ja hiljentäjäsekvenssit
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sekä haarakohdat (branch points). Ohjelmalle annetaan geenin referenssisekvenssi joko manuaalisesti
tai sen tietokantoihin (Ensembl tai NCBI) rekisteröity tunnus sekä löytynyt mutaatio
standardimuodossa. Sitten ohjelma laskee muutoksen todennäköisen vaikutuksen silmukointiin.
Suoritin analyysin ohjelman oletusarvoilla Analyse mutation(s) –analyysityypillä, ja
referenssisekvenssinä oli Ensembl-tietokannasta löytyvä KCNQ1:n pisin transkripti
ENST00000155840 (KCNE2-geenistä ei löytynyt intronisia mutaatioita).
MutationTaster puolestaan hyödyntää Bayesin luokittelijaa mutaation laadun määrittelyssä, ja se
laskee muutosten todennäköiset vaikutukset laajan, yli 390 000 tautimutaation sekä yli 6,8 miljoonan
SNP- ja indel-polymorfismien testiaineiston perusteella. MutationTaster ilmoittaa ennustuksessaan
muutoksen yleisyyden ja esiintymisen ExAC-, dbSNP- ja 1000G-tietokannoissa,
konservoituneisuuden sekä sekvenssi- ja aminohappomuutokset. Ohjelmalle annetaan geenin jostakin
tietokannasta (Ensembl, NCBI tai HGNC) löytyvä tunnus, jonka mukaan valitaan geenistä haluttu
transkripti sekä sekvenssin tyyppi (koodaavan alueen sekvenssi (open reading frame eli ORF), cDNA
tai genominen sekvenssi). Sitten kirjoitetaan löytynyt muutos emästasolla sekä jonkin verran
sekvenssiä sen molemmin puolin. Analyysiin valitsin KCNQ1:n saman transkriptin kuin HSF-
analyysissäkin (ENST00000155840) ja sekvenssityypiksi genomisen sekvenssin.
2.8 Ei-synonyymisten mutaatioiden vaikutusten ennustus
Ainoan, KCNE2-geenistä löytyneen, ei-synonyymisen koodaavan alueen mutaation vaikutuksen
ennustin MutationTaster-ohjelmalla, kuten edellä on kuvattu, käyttäen referenssisekvenssinä geenin
ENST00000290310-transkriptia, sekä SIFT- ja Polyphen-2-ohjelmilla ohjelmien oletusarvoilla. SIFT
(”Sorting Intolerant From Tolerant”) (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html) ja Polyphen-
2 (”Polymorphism Phenotyping v2”) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ennustavat
emäsmuutoksen vaikutuksen proteiinin toimintaan (Kumar ym., 2009; Adzhubei ym., 2010). SIFT-
ohjelmalle annetaan proteiinin Ensembl-tietokannan ENSP-alkuinen tunnus (ENSP00000290310),
aminohappopositio ja positiossa tapahtunut muutos. Ohjelma vertaa homologisia
aminohapposekvenssejä keskenään linjaamalla ne, ja laskee linjauksen perusteella muutoksen
normalisoidun todennäköisyyden kullekin aminohappopositiolle. Jos näin laskettu todennäköisyys
positiota kohti on alle 0,05; muutos on todennäköisesti haitallinen. SIFT ennustaa käyttäjän valinnan
mukaan yhden, useamman tai kaikkien eri aminohappojen vaikutukset proteiiniin samassa positiossa.
Käytin analyysissäni kaikkien eri aminohappojen vaikutukset ennustavaa vaihtoehtoa.
35
Polyphen-2-sovellukselle puolestaan syötetään joko pistemutaation dbSNP-tietokannan rs-koodi,
jostakin ohjelman tukemasta tietokannasta (UniProtKB, RefSeq tai Ensembl) löytyvä proteiinin
koodi tai manuaalisesti proteiinin FASTA-muotoinen aminohapposekvenssi ja siinä tapahtunut
muutos. Käytin analyysissä mutaation rs2234916-koodia. Polyphen-2 vertaa proteiinin sekvenssiä
tietokannoista löytyvien homologisten sekvenssien kanssa ja ennustaa vertailun perusteella, miten
todennäköinen muutos kyseisessä positiossa on, ja onko muutos proteiinin toimintaa oleellisesti
muuttava. Lisäksi ohjelma arvioi muutoksen todennäköisen vaikutuksen proteiinin kolmiulotteiseen
rakenteeseen, kuten ytimen rakenteen säilymiseen tai ligandien sitoutumiseen. Polyphen-2 luokittelee
analyysin tulokset niihin liittyvien väärien positiivisten asteiden perusteella kolmeen luokkaan:
hyvänlaatuisiin, mahdollisesti haitallisiin ja todennäköisesti haitallisiin muutoksiin. Ohjelma
ilmoittaa lisäksi muutoksen sensitiivisyyden ja spesifisyyden, ja laskee tulokselle myös numeerisen
arvon. Mitä lähempänä arvo on yhtä, sitä todennäköisemmin muutos on haitallinen.
3 Tulokset
KCNQ1- ja KCNE2-geenien eksonit ja eksonien ja intronien rajakohdat sekvensoitiin. Tarkistin
löytyneiden muutosten esiintyvyyden MutationTaster –työkalun avulla ExAC-, 1000G- ja dbSNP-
tietokannoista sekä erikseen gnomAD-, ja EVS-tietokannoista. Löytyneet muutokset in silico -
ennusteineen on esitetty taulukossa 6. Varianttien frekvenssit on ilmoitettu gnomAD:n koko
tietokannan yleisten frekvenssien mukaan.
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a) hom/het: homotsygoottisena/heterotsygoottisena
b) esiintyy vähintään kahdessa seuraavista: EVS, ExAC, 1000 Genomes, gnomAD ja dbSNP
c) variantti löytyi vain dbSNP-tietokannasta ilman ilmoitettua frekvenssiä
d) MAF: Minor Allele Frequency, gnomAD-tietokannan yleisen populaation mukaan
e) ennustukset ohjelmissa MutationTaster/Polyphen-2/SIFT
Monellako potilaalla Esiintyminen
Geeni Muutos (hom/het)a tietokannoissab MAFd In silico -ennustus (Human Splicing Finder/MutationTaster)
KCNQ1 c.387-51T>C 0/8 raportoitu rs192393524 0.0077 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi
KCNQ1 c.477+86_88delGG 13/28 raportoituc rs566926544  - ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.478-24G>A 0/1 raportoitu rs375027164 0.00056 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.781-117A>G 1/1 raportoitu rs41282926 0.020 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.781-99A>G 0/15 raportoitu rs4930127 0.36 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi
KCNQ1 c.1394-14C>T 0/1 raportoitu rs28730758 0.011 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.1394-39T>G 0/11 raportoitu rs739502 0.12 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.1514+50C>G 0/1 raportoitu rs199948521 0.0015 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.1514+46A>G 6/23 raportoitu rs760419 0.45 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi
KCNQ1 c.1514+18C>T 0/1 raportoitu rs12577654 0.0090 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.1590+14T>C 0/13 raportoitu rs11024034 0.085 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi
KCNQ1 c.1685+36A>G 22/9 raportoitu rs163150 0.67 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi
KCNQ1 c.1732+43T>C 4/18 raportoitu rs81204 0.22 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi
KCNQ1 c.1794+32G>T 0/4 raportoitu rs41282928 0.035 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.1638G>A p.(Ser546=) 6/3 raportoitu rs1057128 0.20 ei todennäköistä vaikutusta silmukointiin/silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNQ1 c.1986C>T p.(Tyr662=) 0/18 raportoitu rs11601907 0.17 mahdollinen silmukoinnin muutos/polymorfismi; silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua
KCNE2 c.22A>G p.(Thr8Ala) 0/2 raportoitu rs2234916 0.0038 sairautta aiheuttava; aminohappoketju, silmukointikohta ja proteiinin ominaisuudet voivat muuttua/
todennäköisesti haitallinen/haitallinene
Taulukko 6. KCNQ1- ja KCNE2-geeneistä löytyneet muutokset.
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3.1 KCNQ1-geenin ennusteiden mukaan harmittomat mutaatiot
Valtaosa KCNQ1-geenin löydöksistä oli jo tietokannoissa raportoituja syvällä introneissa sijaitsevia
tai koodaavan alueen synonyymisiä muutoksia, jotka eivät ennusteiden mukaan todennäköisesti
muuta silmukointia. Variantit c.387-51T>C, c.477+86_88delGG, c.478-24G>A, c.1514+50C>G,
c.1514+46A>G, c.1514+18C>T, c.1794+32G>T ja c.1732+43T>C voivat aiheuttaa HSF-analyysin
mukaan ESS (”exonic splicing silencer”) -kohdan muutoksen tai ESE (”exonic splicing enhancer”) -
kohdan syntymisen, mutta eivät silti todennäköisesti vaikuta silmukointiin. c.1986C>T, p.(Tyr662=)
taas saattaa HSF:n mukaan aiheuttaa ESS-kohdan syntymisen tai ESE-kohdan muutoksen sekä
mahdollisen muutoksen silmukointiin. MutationTaster puolestaan ilmoittaa kaikkien edellä
mainittujen varianttien olevan polymorfismeja, joilla saattaa olla vaikutusta silmukointiin tai
proteiinin ominaisuuksiin. c.781-117A>G, c.781-99A>G, c.1394-14C>T, c.1394-39T>G,
c.1590+14T>C, c.1685+36A>G ja c.1638G>A, p.(Ser546=) eivät HSF:n mukaan todennäköisesti
vaikuta silmukointiin, ja MutationTasterin mukaan ne ovat polymorfismeja, joista osa (c.781-
117A>G, c.1394-14C>T, c.1394-39T>G ja c.1638G>A, p.(Ser546=)) voivat vaikuttaa silmukointiin
tai proteiinin ominaisuuksiin. Kaikki introniset ja synonyymiset muutokset oli raportoitu
tietokannoissa, joskin 41 potilaalta löytynyt, todennäköisesti harmiton deleetio c.477+86_88delGG,
löytyi tarkistetuista tietokannoista vain dbSNP:sta ilman ilmoitettua frekvenssiä.
3.2 KCNE2-geenin missense-mutaatio
Vain KCNE2-geenistä kahdelta potilaalta löytynyt heterotsygoottinen missense-mutaatio c.22A>G,
p.(Thr8Ala) oli in silico –ennusteiden mukaan haitallinen: MutationTasterin mukaan se on sairautta
aiheuttava, sen SIFT-arvo on 0 (haitallinen), ja Polyphen-2-arvo 0,999 (todennäköisesti haitallinen;
sensitiivisyys 0,14 ja spesifisyys 0,99). Polyphen-2-ennusteen linjauksen mukaan useiden lajien
homologisissa sekvensseissä samassa positiossa on niin ikään treoniini, mikä viittaisi kohdan
konservoituneisuuteen (kuva 5). Lisäksi treoniinin ja alaniinin erilaiset kemialliset ominaisuudet
viittaisivat muutoksen haitallisuuteen: esimerkiksi, treoniini on hydrofiilinen, kun taas alaniini on
hydrofobinen, ja treoniini on myös molekyylipainoltaan alaniinia suurempi.  SIFT-ennusteen mukaan
taas kaikista mahdollisista aminohapoista samassa positiossa vain treoniini olisi siedetty (kuva 6).
The Universal Protein Resource- eli UniProt-tietokannan (http:/www.uniprot.org/) mukaan kuitenkin
samassa positiossa voi esiintyä ainakin yksi toinen mahdollinen muutos, Thr8Ile, joten positiossa
saatetaan sietää jonkin verran vaihtelua (UniProt Consortium T, 2018).
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p.(Thr8Ala) -mutaation frekvenssi on gnomAD-tietokannan mukaan 0,38%, ja se on raportoitu sekä
homo- että heterotsygoottisena. Potilaiden joukossa variantin frekvenssi oli 2,2%. Fisherin testin
mukaan alleelifrekvensseissä on merkittävä ero potilas- ja gnomAD:n kontrolliryhmien välillä
(P=0.0455; gnomAD:n kontrolliryhmässä alleeleita oli kaikkiaan 277196, joista mutaatiota kantoi
1040; tämän työn potilassarjassa vastaavat luvut olivat 90 ja 2). Samoilla arvoilla suoritettu
tilastollisen merkittävyyden testi antoi tuloksiksi OR=6,0349; 95% CI: 1,4839-24,5440; P=0,0120.
KCNE2-proteiinissa on kolme domeenia: solukalvon ulkopuolella oleva N-terminaalinen domeeni,
solukalvon sisällä oleva transmembraaninen domeeni sekä soluliman sisäinen C-terminaalinen
domeeni, jotka ovat kaikki päärakenteeltaan α-helixejä ja noudattelevat siten aminohappoketjun
helixien rajoja (Li ym., 2014; Abbott ym., 2008). Löytynyt p.(Thr8Ala) -mutaatio sijaitsee
aminohappoketjun ensimmäisessä α-helixissä N-terminaalisessa domeenissa, jolla saattaa olla
vaikutusta KCNQ1:n ilmenemiseen solukalvolla sekä KCNQ1:n ja KCNE2:n muodostaman
kaliumkanavan ominaisuuksiin (Li ym., 2014; Abbott ym., 2008). Muutoksen sijainti KCNE2-
proteiinissa on esitetty kuvassa 7.
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Kuva  5. Polyphen-2-ohjelman ennustuksen tulos KCNE2-geenin c.22A>G, p.(Thr8Ala) –mutaatiolle. Ennustuksen mukaan mutaatio on todennäköisesti
haitallinen tuloksella 0.999 (sensitiivisyys 0.14, spesifisyys 0.99). Linjaus eri lajien homologisten sekvenssien kanssa osoittaa position olevan konservoitunut ja
treoniinin siinä vallitseva aminohappo. Positio on osoitettu nuolella ja kehystetty mustalla.
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Kuva 6. SIFT-ohjelman ennustuksen tulos KCNE2-geenin c.22A>G, p.(Thr8Ala) –mutaatiolle sekä kaikille
mahdollisille aminohapoille samassa positiossa. Ennustuksen mukaan ainoastaan treoniini (T) olisi positiossa
siedetty. User Input: ohjelmalle annetut KCNE2:n ENSP-koodi (myös sarakkeessa ENSP) sekä positio (8).
Pos: positio, Ref: referenssiaminohappo, Subst: aminohapposubstituutio, Prediction: ennuste (damaging:
haitallinen, tolerated: siedetty), SIFT Score: SIFT-arvo.
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Kuva  7. KCNE2-proteiinin aminohappoketju ja p.(Thr8Ala) –muutoksen sijainti. α-helixit on merkitty
purppuralla ja niiden väliset aminohapot laventelilla. N-terminaalisen domeenin α-helix on kuvassa
ensimmäinen purppura palkki vasemmalta, transmembraanisen domeenin α-helix keskimmäinen ja C-
terminaalisen domeenin oikeanpuoleinen. Kuva on piirretty UniProt-tietokannan perusteella.
4 Pohdinta
4.1 Tulosten tarkastelu
Tämän työn tarkoituksena oli selvittää, voiko joukolta akromegaliapotilaita löytyä perinnöllisiä
KCNQ1- ja KCNE2-geenien virheitä. Etsin harvinaisia ja haitallisia ituradan mutaatioita KCNQ1- ja
KCNE2-geeneistä, sillä kiinnostavaa oli, voisivatko mutaatiot näissä geeneissä mahdollisesti johtaa
kasvuhormonivajeen, kuten ryhmämme alkuperäisessä tutkimuksessa oli huomattu, lisäksi
kasvuhormonin liialliseen eritykseen. Yksikään KCNQ1:stä löytynyt muutos ei todennäköisesti ollut
haitallinen, eikä KCNE2:sta löytyneen missense-mutaationkaan yhteydestä somatotropinoomien
kehittymiseen löytynyt varmoja todisteita.
4.2 KCNQ1
KCNQ1-geenistä löytyi useita melko syvällä introneissa sijaitsevia muutoksia sekä kaksi
synonyymistä varianttia. In silico –ennusteiden mukaan mikään näistä muutoksista ei todennäköisesti
vaikuta silmukointiin, ja suurin osa niistä on melko yleisiä. Ainoa poikkeus oli introninen deleetio
c.477+86_88delGG, joka oli raportoitu vain dbSNP-tietokannassa ilman frekvenssiä. Se kuitenkin
löytyi 41:ltä potilaalta 45:stä, mikä tukee sen in silico ennustettua harmittomuutta.
On esitetty, että yli 0,05:n frekvenssi riittäisi yksinään takaamaan variantin harmittomuuden
(Richards ym., 2015). Lisäksi on arvioitu karkeasti, että autosomaalisesti dominantisti periytyvien
sairauksien tautimutaatioiden frekvenssit ovat yleensä pienempiä kuin taudin insidenssi populaatiossa
(akromegalian insidenssi on Lavrentakin ja kollegoiden mukaan 0,2 – 1,1/100 000 eli 0,000002-
0,000011) ja vastaavasti autosomaalisesti resessiivisesti periytyvien sairauksien tautimutaatioiden
heterotsygoottisten frekvenssien pitäisi olla sairauksien insidenssien luokkaa (Richards ym., 2015;
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Lavrentaki ym., 2017). Vaikka vielä ei tiedetäkään, voivatko KCNQ1:n tai sen alayksiköitä
koodaavien geenien mutaatiot ylipäätään aiheuttaa somatotropinoomien muodostumista ja
akromegaliaa, saati millainen mahdollisten tautimutaatioiden periytymistapa olisi, kaikki tässä työssä
löydetyt variantit olisivat frekvenssiensä perusteella hyvin epätodennäköisiä
tautimutaatioehdokkaita.
Kirjallisuudesta löytyvä tietokaan ei anna juuri tukea varianttien haitallisuudelle. Varianttien c.387-
51T>C, c.478-24G>A, c.781-117A>G, c.781-99A>G, c.1514+50C>G, c.1794+32G>T,
c.477+86_88delGG ja c.1394-14C>T mahdollisista kytköksistä sairauksiin ei ole kirjoittamishetkellä
aiemmin ilmestyneitä julkaisuja. Variantteja c.1394-39T>G, c.1685+36A>G, c.1514+46A>G on
hyödynnetty kromosomin 11p15 leimautuneen alueen, jolla KCNQ1-geeni sijaitsee, metylaation,
rakennepoikkeamien ja rekombinaation tutkimuksissa, mutta niillä ei ole ollut merkitystä
mahdollisesti tutkittujen tautien olemassaolon kannalta (Alders ym., 2009; Chiesa ym., 2012;
Sandovici ym., 2006). Variantit c.1514+18C>T ja c.1590+14T>C taas on löydetty sekä terveiltä että
pitkä-QT-potilailta, eikä niillä ole löydetty merkittävää yhteyttä QT-intervallin pituuteen (Gouas ym.,
2005; Paulussen ym., 2004; Liu ym., 2002). c.1986C>T, p.(Tyr662=) on niin ikään osoittautunut
pitkä-QT-oireyhtymään liittyvissä tutkimuksissa harmittomaksi (Gouas ym., 2005; Paulussen ym.,
2004; Amin ym., 2012).  Variantin c.1732+43T>C puolestaan on vahvistettu liittyvän krooniseen
munuaistautiin genominlaajuisessa assosiaatiotutkimuksessa, johon liittyvissä seeprakalakokeissa
löytyi myös yhteys kcnq1:n ja munuaisongelmien välillä (Liu ym., 2011). Variantin c.1638G>A
p.(Ser546=) on kirjallisuudessa raportoitu olevan harmiton sekä liittyvän assosiaatiotutkimusten
perusteella tyypin 2 diabetekseen, eteisvärinän riskiin ja veren triglyseridipitoisuuteen (Gouas ym.,
2005; Paulussen ym., 2004; Sun ym., 2016; Li ym., 2015; Chen ym., 2012). Leimautumista
tutkittaessa sitä on myös käytetty markkerina (Frost ym., 2010a; Frost ym., 2010b).
Kv-tyypin kaliumkanavia, joiden rakenneosa myös KCNQ1 on, esiintyy useissa aivolisäkkeen
erittävissä soluissa (Chen ym., 2000; Stojilkovic ym., 2010). Kalium- ja kalsiumkanavien toiminta
mahdollistaa hormonierityksessä tarvittavan aktiopotentiaalin syntymisen: Kasvuhormonin
erittymistä edeltää kalsiumkanavien avautuminen cAMP/PKA-välitteisesti, kalsiumionien
virtaaminen solun sisään sekä kaliumkanavien sulkeutuminen (Chen ym., 2000). Kalsiumionien
ylimäärä aiheuttaa solussa depolarisaation ja käynnistää lopulta eksosytoosin. GHRH saa aikaan
kalsiumkanavien aukeamisen ja depolarisaation, ja vastaavasti sama hormoni sulkee kaliumkanavia
proteiinikinaasi C (PKC) -välitteisesti (Chen ym., 2000; Stojilkovic ym., 2010). Somatostatiini
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puolestaan aiheuttaa hyperpolarisaation ja kaliumkanavien aukeamisen, jolloin hormonieritys estyy
(Theodoropoulou & Stalla, 2013).
KCNQ1:llä vaikuttaisi ainakin kaliumkanavaominaisuutensa perusteella olevan ilmeisempi yhteys
hormonierityksen estämiseen kuin kiihdyttämiseen. Vaikka onkin mahdollista, että KCNQ1
osallistuisi aivolisäkkeen kasvainten muodostumiseen Wnt-signaalireitin ja/tai epiteeli-
mesenkymaalisen transition kautta, tähän mennessä tunnetuissa tapauksissa usein cAMP-välitteinen
viestintä on muuttunut somatotropinoomien muodostumiselle altistavien periytyvien geenivirheiden
seurauksena. Esimerkiksi GNAS, AIP, PRKAR1A ja GPR101 osallistuvat kaikki johonkin cAMP-
viestinnän vaiheeseen. Paitsi että cAMP osallistuu aktiopotentiaalin syntyyn, se myös kiihdyttää
kasvuhormonin tuotantoa sekä somatotrooppien jakautumista (Ringel ym., 1996; Rosenberg ym.,
2006). Ottaen huomioon, ettei KCNQ1:llä ole ainakaan toistaiseksi tiedossa olevaa yhteyttä cAMP-
viestintään, KCNQ1:n yhteys somatotropinoomien syntyyn ei sikäli vaikuta ilmeiseltä.
4.3 KCNE2
KCNE2:sta löytyi yksi heterotsygoottinen missense-mutaatio, c.22A>G, p.(Thr8Ala), kahdelta
potilaalta. In silico –ennusteiden mukaan muutos olisi haitallinen ja sijaitsisi konservoituneessa
aminohappopositiossa, jossa ei siedetä paljon vaihtelua. Lisäksi se esiintyy gnomAD:n tietokannan
mukaan yleisessä populaatiossa frekvenssillä 0.0038 ja tämän tutkimuksen potilaiden joukossa
frekvenssillä 0.022. Näiden frekvenssien ero saavutti tilastollisen merkittävyyden (P<0.05). Tukea
muutoksen haitallisuudelle löytyy jonkin verran myös kirjallisuudesta: KCNE2-proteiinin N-
terminaalisessa domeenissa on aiemmin havaittu sydänvikoihin liitettyjä mutaatioita, ja p.(Thr8Ala)
-muutos on liitetty synnynnäisen tai lääkkeiden vaikutuksesta kehittyvän pitkä QT –oireyhtymän
riskiin (Abbott ym., 2008; Sesti ym., 2000; Jongbloed ym., 2002; Paulussen ym., 2004; Arnestad ym.,
2007).
Toisaalta, terveilläkin henkilöillä voi olla sairautta aiheuttavia geenivirheitä myös tunnetuissa
tautigeeneissä, ja in silico –ennusteet voivat osittain siitä syystä ennustaa väärin virheiden todelliset
vaikutukset (MacArthur ym., 2014). Lisäksi monissa sovelluksissa ennustusten yksi kriteeri on
position konservoituneisuus: SIFT-ennusteen mukaan KCNE2:n p.8-positiossa ainoa siedetty
aminohappo olisi treoniini, ja Polyphen-2-ennusteen mukaan treoniini olisi useimmilla lajeilla tässä
positiossa konservoitunut. Toisaalta konservoituneisuus voi joskus olla sattumaa eikä valintapaineen
aiheuttamaa (MacArthur ym., 2014). Lisäksi c.22A>G, p.(Thr8Ala) on aiemmissa tutkimuksissa
löytynyt myös terveiltä, ja mutaation rikastumiseen potilassarjassa viittaava tilastollinen merkittävyys
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voi johtua vain sattumasta ja potilassarjan pienestä koosta (Larsen ym., 2001; Ackerman ym., 2003;
Aydin ym., 2005; Mank-Seymour ym., 2006). Huolimatta KCNE2:n tärkeydestä useiden
epiteelisolujen jakautumisessa ja eritystoiminnassa, tämän työn tulosten ja tähän mennessä
ilmestyneiden julkaisujen perusteella ei kuitenkaan voida vielä sanoa, ovatko KCNE2-geenin
mutaatiot merkittäviä myös somatotropinoomien muodostumisessa.
4.4 Rajoitukset ja ongelmakohdat
Ensimmäiset rajoittavat tekijät tässä työssä olivat potilasnäytteiden määrä ja kirjoittajan tiedot heistä.
Vaikka 45 potilaan aineisto onkin kansainvälisen vertailun kestävä ja merkittävän kokoinen
akromegalian harvinaisuuteen nähden, näytteiden lukumäärä vaikuttaa tulosten tilastolliseen
merkittävyyteen. Nykyistä suurempi aineisto olisi antanut laajemman käsityksen geenien muutosten
esiintyvyydestä potilaiden joukossa tietokantojen esiintyvyyksiin verrattuna, varsinkin ottaen
huomioon, ettei tässä työssä löytyneiden muutosten haitallisuudesta potilaille in silico –ennusteiden
ja kirjallisuuden perusteella voi sanoa mitään varmaa. Minulla ei myöskään ollut kaikkea tietoa
potilaiden fenotyypeistä ja olisivatko esimerkiksi kasvainten koot tai muut akromegalian
fenotyyppiin liittyvät ominaisuudet eronneet KCNE2:n mutaatioiden kantajien ja ei-kantajien välillä.
Toisaalta, potilaita hoitaneen lääkärin mukaan KCNE2-mutaation kantajat edustivat klassista
akromegaliaa, heidän kasvaimissaan ei ollut poikkeavuuksia ja heidän QT-aikansa olivat normaalit,
mikä lienee riittävästi tietoa tämän työn näkökulmasta (Karhu, 2018).
Toinen ongelma liittyy KCNQ1:n ja sen alayksiköiden sekä kasvuhormonin tuotannon yhteyden
uutuuteen: Vielä ei tiedetä, millä mekanismilla viallinen KCNQ1-proteiini estää kasvuhormonin
tuotantoa eikä voida varmasti päätellä, voiko mekanismi liittyä jotenkin myös somatotrooppien
jakautumiseen ja kasvuhormonin liialliseen tuotantoon. Vaikka tässä työssä olisikin löytynyt
tietokannoissa raportoimattomia ja haitallisia mutaatioita, olisi vielä tarvittu toiminnallisia kokeita
niiden merkityksen vahvistamiseksi nimenomaan kasvuhormonin tuotannon kannalta. Tähän
mennessä löydetyillä, akromegaliaa aiheuttavilla perinnöllisillä geenivirheillä on useita
periytymismalleja, ja jos KCNQ1:ssä tai KCNE2:ssa voikin esiintyä sairautta aiheuttavia virheitä,
löydösten tulkintaa vaikeuttaisi mahdollisen periytymismallin tuntemattomuus. Jos tauti esimerkiksi
periytyy resessiivisesti, löytyneet variantit saattavat olla heterotsygoottisina merkityksettömiä, ja
dominantissa periytymistavassa taas penetranssi ei välttämättä ole täydellinen. Lisäksi KCNQ1:n
tapauksessa mahdollisen periytymismallin arvioimista hankaloittaa geenin leimautuminen, jolloin
peritty variantti ei välttämättä ilmene lainkaan tai sitten se yksinomaan ilmenee tietyissä kudoksissa.
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Kolmas rajoite olikin, ettei tässä työssä ollut mahdollista tutkia, oliko KCNQ1:n ilmeneminen
potilailla kenties muuttunut, sillä jotkin KCNQ1:n introniset variantit on liitetty leimautumisen
häiriöistä johtuviin sairauksiin (Alders ym., 2009; Chiesa ym., 2012; Demars ym., 2014). Toisaalta
perittyjen 11p15-alueen ilmenemisen ongelmien tiedetään liittyvän vahvasti Silver-Russellin ja
Beckwith-Wiedemannin oireyhtymiin, jotka ovat aivan eri sairauksia kuin akromegalia. Neljäs
rajoittava tekijä oli, ettei tässä työssä ollut mahdollisuutta tutkia somaattisia mutaatioita ja/tai geenien
ilmenemistä kasvaimissa, mikä olisi voinut auttaa valaisemaan KCNQ1:n ja KCNE2:n mahdollista
osallisuutta somatotropinoomien toiminnassa. Toisaalta, yhden tutkielman potilassarjaan
kuulumattoman potilaan osalta vertailtiin toisaalla (ks. liite) c.22A>G, p.(Thr8Ala) –mutaation
ilmenemistä kasvain- ja normaaleissa kudoksissa. Ilmenemisen eroja ei löytynyt kudosten välillä eikä
siis esimerkiksi heterotsygotian menetystä kasvaimessa ollut tapahtunut. Transgeenisten solumallien
tutkiminen olisi voinut olla mielenkiintoista, mutta koska tutkielman tulokset eivät vakuuttaneet
löytyneiden mutaatioiden haitallisuudesta, solukokeet olisivat tuskin olleet kannattavia vaivaan ja
kustannuksiin nähden.
In silico –menetelmät ovat aina suuntaa-antavia, eivätkä niiden ennustukset välttämättä vastaa
varianttien vaikutuksia tosielämässä. Next generation sequencing (NGS) –menetelmillä on lukuisia
etuja Sanger-sekvensointiin nähden: Niiden avulla voidaan havaita myös PCR:llä monistettavien
alueiden ulkopuolelle jääviä intronisia variantteja, geenien kopiolukujen muutoksia sekä deleetioita
tai insertioita, joita Sanger-sekvensoinnilla ei nähdä. NGS-menetelmillä voidaan myös tutkia useita
geenejä samanaikaisesti. Toisaalta, Sanger-sekvensointi lienee kustannustehokkain ja riittävän tarkka
menetelmä sekvenssimuutosten löytämiseksi, kun tutkitaan vain kahta geeniä homogeenisestä
näytteestä (verestä) eristetystä DNA:sta. gnomAD-tietokanta toimi mutaatioiden yleisyyden
vertailussa hyvin, sillä se on varsinkin eurooppalaisten osalta kattava sisältäen 123 136 ihmisen
eksomit ja 15 496 genomin sekvenssit, vaikkakaan tietoa näytteiden antajien fenotyypeistä eikä siten
varmuutta heidän terveydestään verrattuna potilaisiin ole (gnomAD-tietokannan verkkosivu:
http://gnomad.broadinstitute.org/). Jotta taas intronisten mutaatioiden vaikutuksesta silmukointiin
olisi voinut varmistua, potilaiden cDNA:n tutkimista olisi tarvittu, mutta cDNA:n tutkiminen ei ollut
työn puitteissa mahdollista.
4.5 Johtopäätökset
Tämä työ oli ensimmäinen yritys tutkia, voivatko periytyvät KCNQ1:n ja KCNE2:n mutaatiot johtaa
somatotropinooman muodostumiseen ja kasvuhormonin liikatuotantoon. Tulosten perusteella ei
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voida vielä varmasti sanoa, onko näiden geenien mutaatioilla ja somatotropinoomilla yhteys, ja jos
onkin, mutaatiot näissä geeneissä eivät todennäköisesti ole kovin yleisiä kasvainten aiheuttajia.
Teoriassa on edelleen mahdollista, että KCNQ1 ja KCNE2 osallistuisivat kasvuhormonin
liikatuotantoon Wnt/β-kateniinisignalointia ja/tai E-kadheriinin solunsisäistä jakautumista sekä
epiteeli-mesenkymaalista transitiota säätelevinä tuumorisuppressorigeeneinä. Tulevaisuudessa sekä
ituradan että somaattisten mutaatioiden etsimistä suuremmilta potilassarjoilta tarvitaan varmempien
johtopäätöksien tekemiseksi, kuin tämän tutkielman tulosten perusteella on mahdollista tehdä. Koska
KCNQ1:n ja sen alayksiköiden tehtävät kasvuhormonin tuotannossa ylipäätään ovat vielä
tuntemattomia, toiminnalliset kokeet esimerkiksi solumalleilla ovat myös välttämättömiä näiden
proteiinien normaalin toiminnan ja mahdollisten tautimekanismien selvittämiseksi.
4.6 Tutkimuksen jatko
Ryhmän mielenkiinto kohdistunee pääasiassa kahden, tätä tutkielmaa edeltäneessä tutkimuksessa
löydettyjen, KCNQ1:n pistemutaatioiden sekä kasvuhormonivajeen välisen yhteyden tutkimiseen.
Polttopisteessä on saada selville erilaistuneiden ja kantasoluissa tehtävien kokeiden avulla
mekanismi, jolla löytyneet mutaatiot muuttavat kasvuhormonin normaalia eritystä. Solukokeita
saattavat seurata hiirimallit. Jatkotutkimusten tulokset myös valaissevat osaltaan, miten
todennäköistä KCNQ1:n ja KCNE2:n osallistuminen kasvuhormonin liikatuotantoon on. Saattaa
myös olla, että palaan KCNQ1:n ja KCNE2:n pariin jatko-opinnoissa.
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